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Travail du laboratoire de chimie biologique de la Sorbonne, 
a lInstitut Pasteur. 


J'ai étudié dans un précédent mémoire ' la fonction chro- 
mogene du bacille pyocyanique. J’ai montré qu'il produisait 
plusieurs pigments, et que la nature du pigment variait pour un 
méme germe avec la composition du milieu ot ce germe était 
implanté. Mes recherches portaient sur un organisme que j’avais 
isolé d’un pansement; l'étude paralléle de deux autres orga- 
nismes d’origines différentes me permit d’attribuer quelque 
généralilé a mes conclusions. J’ai du me demander pourtant dans 
quelle mesure le rapport que j’avais établi entre le milieu nutritif 
et le pigment était constant et nécessaire, et pouvait étre étendu a 
tous les germes de quelque provenance qu’ils fussent ; si des 


- exceptions ne pouvaient pas se produire spontanément ou étre 


artificiellement provoquées, et se perpétuer ensuite par voie de 
descendance. En un mot, peut-il exister des races du bacille 
pyocyanique? Mais avant d’exposer les faits qui répondent a 
cette question, il ne me parait pas sans ulilité de revoir rapide- 


“4. Ces Annales, t, IV, p. 88. 
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ment comment la notion de race s’est développée en microbie, 
quels attributs des especes microbiennes sont susceptibles de 
variations, et quelle est la nature de ces variations dont la 
transmission héréditaire constitue la race au sens habituel du - 
mot. 


La notion de race a été introduite en microbie par M. Pasteur, 
dans ses Etudes sur la biére, & propos des diverses sortes de 
levures alcooliques qui s’offraient & son observation. M. Pasteur 
n’a pas douné de noms particuliers aces diverses levures, 
craignant d’attacher trop dimportance aux caracteres exté- 
rieurs, et « ayant constaté maintes fois que des formes, en appa- 
rence distinctes, appartiennent souvent a une méme espéce * «. 
Ces variétés morphologiques. reconnues ainsi dans l’espéce dés 
le début de la science nouvelle, eussent pu servir sans doute a 
Vétablissement de races. Mais la race, ainsi que l’espece, doit 
étre fondée sur d’autres bases que les caractéres extérieurs. 
« Des formes semblables peuvent aussi cacher des différences 
profondes *». Et lceuvre entitre de M. Pasteur fonde d’abord sur 
la connaissance des fonctions physiologiques la distinction des 
organismes microscopiques. Cet élément primordial de diagnose 
microbienne dans l’ceuvre de M. Pasteur est invogué pour les 
levures, dés la note sur quelques fails nouveaux aw sujet des 
levures alcooliques, dans le Bulletin de la Société chimique, 
1862, p. 74. Il faut, dit Pauteur, suivre avec attention « la durée 
de la fermentation, les proportions des substances qui prennent 
naissance, si l’on veut arriver & quelques conclusions certaines 
au sujet de Pidentité ou de la différence des diverses levures alcoo- 
liques ». Ge sontles fonctions physiologiques plus que les carac- 
teres morphologiques, qui distinguent la levure haute et la levure 
basse de brasserie, provenant d'un germe unique peut-étre, et 
offrant « un exemple nouveau de ces modifications de plantes ou 
de races d’animaux, devenues héréditaires par une domestication 
prolongée '». Voila formulée la conception de race. Elle se précise 


1. Etudes sur la biere, p. 148, 
2. lbid. 
3. Ibid. p., 185. 
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plus loin en quelques lignes ow est contenu un plan d’études qui 
sera étendu des levures a toutes les especes microbiennes. « Une 
levure est une réunion de cellules qui ne sauraient étre indivi-. 
duellement identiques. Chacune de ces cellules a des propriétés 
(espece ou de race qu’elle partage avec les cellules voisines, et, 
en outre, des caractéres propres qui la distinguent, et qu’elle est 
susceptible de transmettre dans des générations successives. Si 
donconparvenait a isoler, dans une levure déterminée, les diverses 
cellules qui la composent, et qu’on put cultiver & part chacune 
d’entre elles, on obtiendrait un nombre égal de levures qui, vrai- 
semblablement, seraient distinctes les unes des autres, parce 
quelles participeraient chacune des propriétés individuelles de 
leur cellule d’origine... Ce serait probablement un moyen de 
eréer des races de levures distinctes*. » 

La découverte francaise de l’atténuation des virus a réalisé 
la création de races aux dépens des bactéries pathogénes. Le 
microbe du choléra des poules peut étre pris & un stade quel- 
conque de l’atténuation due a ]’oxygéne de air, et transmettre a 
des générations successives le degré de virulence ov i] était par- 
venu, et qui est la seule caractéristique de la race ainsi formée. 
M. Pasteur s’est assuré* « qu'il n’existe pas de correspondances 
morphologiques entre le parasite et les diverses virulences qu'il 
accuse; les cultures sont pareilles pour toutes les virulences ». 
Nous pouvons ajouter tout de suite qu’elles semblent aussi avoir 
les mémes besoins nutritifs. Avec la bactéridie charbonneuse, 
les virulences diverses sont fixées dans la spore, et la stabilité 
des races correspondantes est ainsi assurée dans le temps, sans 
qu il soit besoin de les laisser en contact avec les agents qui 
leur ont donné naissance. 

Mais la virulence d’un microbe n’est pas une propriété au 
sens strict du mot; c’est un fait d’ordre complexe, ou est impli- 
qué un autre étre vivant que le microbe. Elle nait du conflit de 
ces deux organismes vitaux : elle est la résultante de lear réac- 
tion réciproque. De cette notion sont résultés de nouveaux carac- 
teres distinctifs. Avec le choléra des poules, le charbon, tous les 
animaux adultes d'une méme espéce se comportaient a peu pres 


1, Etudes sur la biére, p. 193 et 194. 
2. Comptes rendus, 1880, t. XCI, p. 677. 
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de la méme fagon, et donnaient la méme mesure pour la viru- 
lence du microbe et l’étude de ses variations. Le rouget du pore 


_fit intervenir la considération dela race méme dans l’espéce ani- 


male employée a cet effet. C’est dans cette dépendance étroite 
de la forme, du milieu de culture du microbe, du milieu vivant 
ow il est introduit, que la distinction des races s’est établie d’aprés 
les virulences variables des microbes pathogénes. 

Les caracteres extérieurs ont pu servir aussi, plus tard, a 
l établissement de races. Les especes chromogénes en ont fourni 
les premiers exemples. La fonction dont la persistance doit 
fournir dans ce cas le point de repere de la diagnose spécifique 
est ici facile 4 vérifier, puisque c’est la production d’une coloration 
corrélative et synchrone au développement méme de la culture 
in vitro. Cette fonction peut étre atteinte alors que la forme sub- 
siste. Mais pour constituer des races, ces variations doivent 


, toujours se retrouver dans Je milieu originel ot la forme et la 


fonction sont normales. 

Dans les cas de dégradation profonde et simuitanée de la 
forme et de la fonction, le caractére de race ne sera plus reconnu 
qu’autant que, par unartifice quelconque, on pourra, ou ressus- 
citer la fonction dans des conditions nouvelles, ou amener le 
microbe a la reproduire dans les conditions habituelles. En 
dehors de ce cas, c’est l’espece méme dont ]’identilé devient incer- 
taine, il n’y a quasi rien & répondre au soupcon d’une substitu- 
tion accidentelle dans la série des expériences qui ont conduit 
du microbe originel 4 un microbe quin’a rien conservé de ce qui 
constituait son ancienne indiyidualilé. 


II 


La question de l’existence de races du bacille pyocyanique 
comporte mieux qu’une solution théorique, depuis les travaux 
de Wasserzug, parus dans ces Annales '. Les recherches de Was- 
serzug ont porté successivement sur la fonction et la forme. Il a 
montré qu’on peut « abolir d’une facon permanente la fonction 
productrice de mativre colorante, dans les milieux pour lesquels 
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cette fonction est normale ». D’un autre cété il a pu « modifier 
la forme assez profondément pour que le microbe, rapporté dans 
son milieu origine!, y prenne et y conserve une forme diffé- 
rente de la forme primitive ».-C’est le bouillon qui servait 4 ces 
cultures. Le bouillon est resté le milieu banal offert au dévelop- 
pement des microbes. Ce liquide ne facilite guére, a la vérité, 
Yanalyse des conditions physico-chimiques du développement; 
avec lui, on ne fait que substituer aux milieux physiologiques, 
ou s’entretient d’habitude l’activité cellulaire, un milieu qui, pour 
étre artificiel, n’est pas moins complexe, et dont la composition 
n'est guére mieux connue. Mais, a raison de cette complexité 
méme, le bouillon fournit aux besoins variés des divers microbes 
et aux substances diverses guwils élaborent. J’ai montré qu’ainsi 
le bacille pyocyanique y donne naissance simultanément a deux 
pigments, qu’il ne produit qu’isolément et & l’exclusion l'un de 
Yautre dans d'autres milieux moins complets. C’est aussi la réac- 
tion pigmentaire du bouillon qui distingue les races que je vais 
décrire. Des propriétés de race rendent seules compte des varia- 
tions des effets dans un milieu invariable. 


Hl 


Je rappellerai d’abord les caracteres que j’ai reconnus au 
germe qui peut étre pris pour type de la race la plus parfaite, 
du bacille pyocyanique normal, et que, pour abréger, je dési- 
gnerai par la lettre A. 

La culture dans le bouillon donne a la fois pyocyanine et 
fluorescence verte. Cette derniere apparait seule dans les cul- 
tures dans l’albumine d’ceuf. Les milieux, peptone et gélatine, 
Vexcluent au contraire, et la pyocyanine y prédomine, accom- 
pagnée d'un pigment verdatre. L’addition de glucose & ces 
derniers milieux supprime la pyocyanine, et laisse se déyelopper 
seul ce troisieme pigment. 

J’ai cherché si, en réduisant le microbe & la fonction que 
j'appellerai fluorescigene, pendant un long temps et pour des 
générations nombreuses, il ne serait pas possible de le rendre 
inapte a produire de la pyocyanine dans les milieux favorables a 
la production du pigment bleu. Le résultat a été tout différent. 
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La culture en série dans l’'albumine a compris trentre-quatre 
passages échelonnés sur plus d’une année. Le microbe a été 
ensuite reporté dans le bouillon. Comme s’il était alors devenu, 
par Vhabitude, plus exigeant sur l’état ot doivent lui étre offerts 
les éléments de la production de fluorescence, c'est la fonction 
pyocyanogene qui a-prévalu, et qui subsiste seule aprés quelques 
passages en bouillon. C’est l’origine de la race que je désignerai 
par la lettre P. 

En revanche la chaleur a donné le résultat que j’avais 
demandé en vain a l’éducation en milieu albumineux. Une cul- 
ture dans le bouillon de la race A. apres cing minutes de chauf- 
fage 457°, n'a donné que de la fluorescence par ensémencement 
dans un matras de bouillon, premier terme d'une série de 
cultures ot la fonction fluorescigene seule persiste. Crest la 
race F. 

La sensibilité de la fonction pyocyanogeéne a l’action de la 
chaleur peut servir encore 4 créer une autre race. Reprenons la 
race P, qui n’est apte a produire que de la pyocyanine, et portons 
de méme une de ses culturesdans le bouillon ala température de 
57°, pendant cing minutes. Employons-la ensuite a ensemencer 
un nouveau bouillon. Il n’en résulte qu'un trouble; le dévelop- 
pement du microbe a lieu sans production d’aucun pigment. C’est 
une race sans pigment S, comme celle que Wasserzug avail 
obtenue de l’emploi des antiseptiques. 

Nous possédons ainsi quatre races de bacille pyocyanique : 


A, qui donne pyocyanine et fluorescence. 
P, qui donne pyocyanine seule. 

F, qui donne fluorescence seule. 

S, ni fluorescence, ni pyocyanine. 


La culture dans le bouillon ne distinguerait done plus le 
microbe de la race S du groupe nombreux des bactéries sans 
pigment. La race F, quoiqu’elle ait retenu une fonction chromo- 
gene, ne se garderait pas mieux de la confusion, en présence du 


grand nombre de microbes producteurs de fluorescence. Mais - 


soumettons les deux organismes a l’épreuve du milieu gélose- 
peptone glycérinée, que j’ai reconnu si favorable a la production 
de pyocyanine. Le caractere spécifique de nos microbes va s’y 
retrouver, la fonction pyocyanique reparaitre. La couleur bleue 
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ne differe méme pas en intensité de celle qu’o mohtient dans le 
méme milieu avec les races A et P. 

Des phénoménes de coloration, de tous les plus faciles a 
distinguer, montrent ainsi d’une manivre frappante ce qui ne 
peut étre méconnu dans aucun phénoméne d'origine micro- 
bienne, l’influence respective du microbe et du milieu, la subor- 
dination de ]’effet & cette condition élémentaire de leur réaction 
réciproque, que le milieu fournisse certains éléments que le mi- 
crobe doit étre apte & utiliser. 

L’aptitude du microbe peut étre abolie d’une maniére délini- 
live, et ne se réveille pas alors dans les conditions de milieu les 
plus favorables : c’est ainsi que dans l’albumine méme, plus 
propre que le bouillon a entretenir la fonction fluorescigéne, les 
germes P et S se développent sans plus donner de fluorescence. 
Nous venons de voir, au contraire, pour la fonction pyocyano- 
gene, Paptitude des races F et S, abolie dans le bouillon, repa- 
railre dans la gélose-peptone glycérinée. 

C’est sous la réserve de ces aptitudes fonctionnelles ow les 
races se différencient, que la distinction entre les milieux subsiste 
telle que je l’ai établie, et se résume ainsi pour le bacille 
pyocyanique : l’albumine et le bouillon sont nécessaires a la 
fonction fluorescigéne, mais n’excluent pas la fonction pyocyano- 
gene; la peptone exclut la premiére fonction d’une fagon absolue 
et convient particulitrement ala seconde. 


IV 


On est fondéa attribuer aces modifications de propriétés du ba- 
cille pyocyanique unsens général d’affaiblissement, de diminution, 
soit que l’on considére l’agent employé, la chaleur, et ses effets 
habituels, soit que l’on considére le microbe, dont il est naturel de 
regarder comme des types dégradés les races a un seul pigment 
ou sans pigment, et pour qui, d’ailleurs, ces modifications s’ob- 
tiennent au voisinage immédiat du degré de température qui 
supprime méme sa vitalilé : aucune race, en effet, n’a résisté a 
la température de 59° pendant cing minutes. Mais cette conclu- 
sion, est-il besoin de le dire? ne va pas au dela de la fonction 
pigmentaire du bacille, & laquelle se borne actuellement mon 
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étude : le chauffage 457°, quil’avait réduit ala production de fluo- 
rescence, avait laissé sa virulence au méme point, comme en 
témoigna une expérience comparative sur le lapin avec les races 
A et F. 

Les moyens varient d’obtenir les résultats que j’ai mention- 
nés, et ne laissent pas place a une interprétation différente de 
ces résultats. Ainsi, une race sans pigment a été obtenue aux 
dépens de la race P, en mettant a profit une modification spon- 
tanée dans ses cultures, un affaiblissement de la couleur dont il 
serait difficile de dire la cause, da, peut-étre, & un changement 
de houillon (iln’enest pas deux qui se ressemblent), 4 une diffé- 
rence légere de température, chose fréquente dans une étuve 
commune, etc. La dégradation a pu se suivre ici, pour ainsi dire 
pas a pas, par la faiblesse croissante de la réaction pigmentaire 
dans les cultures successives, que je renouvelai a de courts inter- 
valles, jusqu’a l’abolition définitive de la fonction chromogeéne. 

Dans une autre expérience, c’est la fonction fluorescigéne qui 
sarréte & un degré de l’échelle de déchéance qu'elle descend 
sous l’influence de la chaleur. Un degré de plus que la tempé- 
rature qui a produit la race F aux dépens de A, 58°, appliqué 
pendant 5 minutes & une culture de F dans le bouillon, l’a amenée 
au point de ne plus développer de pigment dans ce milieu, ot 
elle se confondrait désormais avec les races incolores déja obte- 
nues. Mais transportons-la dans le méme milieu solidifié par la 
gélose. Les bacilles fluorescents en géuéral, temoignent de la 
supériorité de cette gélose au bouillon sur le bouillon ordinaire 
pour favoriser leur fonction. La nouvelle race la vérifie & son tour 
par la production de fluorescence, ce qui prouve chez elle une 
déchéance moins profonde que celle de la race S, qui reste inco- 
lore dans les deux milieux. 

La fonction fluorescigeéne résiste done mieux & la chaleur 
que la fonction pyocyanogéne. Mais elle n’en est pas moins 
détruite finalement, et pour le milieu méme qui réalise les condi- 
lions les plus favorables 4 sa production. La fonction pyocya- 
nogene, au contraire (et ceci est bien fait pour lui maintenir le 
premier rang dans la biologie du microbe), se retrouve dans le 
bacille, méme dépouillé par la chaleur de toute fonction chromo- 
géne en bouillon. Dans son milieu approprié, elle ne se sépare 
pas de l’éyolution vitale du bacille. 


— 
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Vv 


Les effets obtenus sur le bacille pyoycanique sont donc de 
ordre de ceux qu’on réalise habituellement in vitro, et quiontl’at- 
(énuation pour expression commune et pour cause la dégénéres- 
cence vitale. Peut-on remonter ces types dégénérés, rendre une 
des fonctions chromogénes aux races sans pigment, la fonction 
abolie a celles qui n’en possédent plus qu’une? Les tentatives 
dans ce sens, in vitro, sont demeurées infructueuses. Si les 
diverses étapes de la déchéance fonctionnelle sont facilement 
parcourues dans les expériences de Jahoratoire, en concurrence 
dans ce cas avec le proces vital, la marche inverse, le rétablis- 
sement dans son intégrité de la fonction déchue, ne s’obtient 
guere qu’avec laide de la vie, par la culture des microbes dans 
un milieu vivant. J’étais ainsi conduit a étudier ce que devien- 
nent les différentes races dans le corps des animaux. 

Ces expériences se poursuivent. J’en mentionnerai deux 
seulement. L’une a trait a la race A. Elle a subi sous l’action de 
lorganisme la méme modification que par ]’action de la chaleur. 
Un lapin, du poids de 1,990 grammes, a recu dans la veine de 
Voreille un demi-centimétre cube d’une cullure dans le bouillon, 
agée de trois jours, et est mort en quarante-huit heures. Quel- 
ques gouttes de sang du cceur ont donné dans le bouillon une 
cullure exclusivement fluorescente. La suppression de la 
fonction pyocyanogene s'est maintenue dans les ensemence- 
ments en série. Le méme caractere appartenail & un germe que 
M. Metchnikoff m’a remis, provenant du passage par de nom- 
breux Japins d’un bacille qu’il tenait de M. Charrin, et gui 
donnait bien de la pyocyanine, a l’arrivée dans son laboratoire. 

Dans la seconde expérience, un lapin, du poids de 
1,700 grammes, a recu dans la veine de l’oreille un demi-centi- 


metre cube d’une culture de Ja race P dans le bouillon, agée de 


trois jours. La mort survient au bout de quinze jours. Quelques 
gouttes d’urine ont donné une culture sans pigment, et ce 
caractére se maintient tel dans les cultures successives. L’iden- 
tité du bacille pyocyanique a élé vérifiée dans les deux cas par 
l’épreuve sur gélose-peptone. Les races A et P ont donc subi 
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du passage dans l’organisme du lapin la méme altération que 
de l’action de la chaleur. 

Voici en résumé les races que je posseéde et les conditions de 
leur production : 


Race type, a fluorescence et pyocyanine, venant d'un pansement ; 

— fluorescigéne, par chaleur sur la race type; 

= = par passage de la méme dans le lapin ; 

— pyocyanogéne, par culture en albumine de la race type ; 

— sans pigment, par dégradation spontanée dela race pyocyanogene ; 
aa = par chaleur sur la méme; 

= == par passage de la méme dans le lapin; 

= — par chaleur sur la race fluorescigéne. 


On imagine aisément des types de races intermédiaires. Ils 
pourraient étre obtenus, par exemple, dans l’action lentement 
modificatrice de l’albumine sur le microbe, suivant le chiffre de 
la série auquel on emprunterait la semence a reporter dans le 
bouillon. 

La morphologie ne fournit pas de caractéres distinctifs entre 
ces différentes races. On peut noter une tendance aux formes 
longues de filaments flexueux. pour les races sans pyocyanine 
en gélatine-bouillon. Mais c’est un caractere transitoire qui 
salténue ou disparait par retour en milieu liquide. Je n’insis- 
terai pas davantage sur l’aspect des colonies dont on a décrit la 
forme rayonnée, les fins prolongements radiés; ni sur la liqué- 
faction de la gélatine dont on étudie si minutieusement la durée, 
laire de progression, etc. Les colonies ont été rayonnées ou 
festonnées pour un bouillon, arrondies pour un autre, rondes 
généralement, et quelle que fit la race, pour Jes milieux gélatine, 
gélatine-peptone. Peut-étre les races sans pyocyanine liquéfient- 
elles plus vite. Ce sont des faits sans importance. II est plus 
intéressant de noter que les cultures de ces derniéres sont 
dépourvues de l’odeur aromatique, qui appartient, au contraire, 
aux races P et A. 


VI 


On congoit que les résultats que j’ai obtenus dans des 
conditions déterminées, pourront dépendre de conditions 
différentes, ou réglées par lV’expérimentation, ou réalisées 
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dans les conditions naturelles d’apparition du bacille pyocya- 
nique. Le milieu gélose-peptone glycérinée permettra, dans tous 
les cas, de retrouver la réaction caractéristique de l'espece, pour 
les variétés nombreuses que peut offrir cette derniere. 

Dans les recherches physiologiques, c’est un germe qui, 
inoculé & un animal et reporté de son corps dans un milieu de 
culture, peut donner, comme nous l’ayons yu, une réaction 
pigmentaire différente de celle qu’il offrait d’abord et qui le ferait 
confondre avec d’autres germes; on verra parfois le résultat 
varier suivant Vhumeur de l’animal en expérience a laquelle la 
semence est empruntée, et méme suivant la portion ensemencée 
de cette humeur'. 

En clinique, c’est fréquemment l’odeur caractéristique qui 
fait diagnostiquer la présence du bacille pyocyanique, sans qu il 
se réyéle par une coloration manifeste. Ce sont les différentes 
races qui peuvent se rencontrer dans les différents pansements 
bleus, ou dans un méme pansement?, selon les parties qui seront 
ensemencées. Quelque circonstance semblable a favorisé mes pre- 
miéres recherches, oti le microbe, que je cullivai dans la salive. 
ne donna que de la pyocyanine dans ce milieu si propice a la 
fluorescence *. On expliquerait par les mémes causes les diver- 
gences entre les observateurs de Berlin et de Breslau et ceux de 
Heidelberg sur les caracteres du bacille pyocyanique*. Si, 
comme il est vraisemblable, le bacille « de M. Ernst ne repré- 


4. J'ai ensemencé deux matras du méme bouillon avec nombre égal de gouttes 
d’urine du lapin dont le sang m’a donné une race fluorescigéne. L’un des matras 
a montré pyocyaniue et fluorescence, l’autre, fluorescence seulement ; mais la 
pyocyanine a reparu dans le nouveau matras quiil a servi 4 ensemencer. 

2. Cette vue doit étre préférée. Elle est plus conforme 4 la vérité et plus sugges- 
tive. Elle revient 4 ’idée pastorienne de l'individualité de chaque cellule de levure. 
Elie conduit Wasserzug (loc. cit.) & poursuiyre des cultures homogénes, c’est-i-dire, 
« dont toutes les cellules soient capables de produire le pigment dans un milieu 
donné. » Mais il reconnait aussi vite la vanité de l’entreprise, des differences indi- 
viduelles se produisant de nouveau et s’accentuant 4 mesure que la culture 
vieillit. 

3. Vétais d’autant plus apte 4 reconnaitre ce phénoméne de la fluorescence, 
dés cette époque, et attentif & son apparition, que j’avais débuté en microbie par 
1 étude d'une espéce fluorescente, et que, dans mes idées d’alors, j’eusse imputé 
la fluorescence 4 une altération de mes cultures par cette espéce. C’est ce que J’ai 
fait, d’ailleurs, quand, ayant emprunté a un autre pansement Ja semence pour une 
culture a l’air libre en milieu albumineux, j’ai vu apparaitre une fluorescence que 
j'ai attribuée 4 un bacille banal, alors quelle pouvait appartenir a un bacille 
pyocyanique fluorescigéne. (De la pyocyanine et de son microbe. Appendice. 
Note 4.) 

4. Yoyez mon mémoire précédent, 


Ae 
= 
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sente qu’une race & fonction fluorescigeéne prédominante, il doit 
reproduire de la pyocyanine dans les conditions de milieu spé- 
cial que j’indique. 

Enfin, c’est dans le corps de homme méme* qu’on doit 
s’attendre désormais a rencontrer le bacille pyocyanique, et quil 
faut élre prét a le reconnaitre sous les modifications qu'il peut 
éprouver dans ce nouveau milieu, et sous la diversité des symp- 
tomes qu’il y provoque. Les recherches que je viens d’exposer 
auront ajouté peut-étre aux éléments de diagnostic de cette 
espece microbienne. 

Elles conduiront sans doute 4 une autre conséquence. On 
trouve souvent encore dans les travaux de microbie la mention 
@un bacille du pus vert. La spécificité, que cette dénomination 
implique, me parait sujette & caution. Le phénoméne quelle 
rappelle consiste en un vert fluorescent du produit sécrété. Ou 
le bacille en cause est une des races F du bacille pyocyanique, ce 
qu’on saura désormais reconnaitre, et il nest plus besoin d’un 
nom nouveau, ou c’est un des microbes fluorescents banaux 
dontona multiphé les especes en proportion des milieux divers 
oti cette fonction banale trouve a s’exercer. Le nombre s’en 
réduira, et la spécificité au regard de chaque milieu tombera 
du méme coup, quand on atlachera moins d’importance aux 
earactéres contingents de la forme, de l’aspect des colonies, de 
la liquéfaction de la gélatine, etc. 

Je me crois d’autant plus autorisé a faire ces réserves, 
qu’ayant trouvé tout récemment, dans le laboratoire de M. Du- 
claux, une culture du bacille du pus vert qui venait de chez 
M. Hueppe, j’ai constaté que l’ensemencement de cette culture 
sur gélatine donnait une fluorescence verte sans mélange de 
bleu, mais que, sur gélose-peptone glycérinée, elle donnait de la 
pyocyanine. 


VII 


Les conclusions de cette étude et de mes études précédentes 
sont les suivantes : 


1. Voyez Semaine médicale, 1890 : Ehlers, p. 211; 5 Se emnee p. 385; Neumann, 
p- 386; et Soc. de biologie, 26 juillet 1890, Charrin. 
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Le bacille pyocyanique a deux fonctions chromogenes : : 
A. La fonction pyocyanogéne, Ja plus importante en tant 
que caractéristique de l’espéce, dépend : 


4° du milieu. Par rapport au type de l’espece le plus parfait : 
Valbumine est réfractaire a la production de pyocyanine ?; le 
bouillon est indifférent, étant aussi bien approprié A l’autre 
fonction; la peptone est le milieu le plus favorable. 


2° du microbe. Par rapport au milieu d’épreuve habituel, 
le bouillon, on distingue plusieurs races : une n’a que la fonc- 
tion pyocyanogéne ; une autre race l’exerce concurremment 
avec la fonction fluorescigene; des races en sont dépourvues, 
mais elle reparait pour ces dernitres en milieu gélatine-pep- 
tone glycérinée; et d’un autre cdté, par la culture en série du 
microbe dans le milieu réfractaire, elle est exaltée au point 
d’atteindre, par report dans le bouillon méme, & la pureté et a 
Vintensité d’effets d’ordinaire spéciales a la peptone. 


B. La fonction fluorescigéne est commune au bacille pyocya- 
nique et a plusieurs microbes. 

L’albumine, le bouillon la favorisent. La peptone l’exclut. 

Par rapport aux milieux favorables, elle est également dans 
la dépendance de la race. 

Ainsi, en plus des questions de milieu, d’espéce, il faut 
faire acceplion de la question de race dans une espéce donnée. 

Ce n’est pas une notion nouvelle. J’airappelé que l’attén ua- 
tion des virus l’a établie anciennement dans la science. Les faits 
que j’ai exposés ne font que la confirmer et l’illustrer, si j’ose 
ainsi parler, de la clarté qu’apportent des jeux de couleurs nette- 


ment perceplibles a la vue. 
Que Von considére la fonction en microbie aussi bien sous le 


4. Je laisse ici de cdté le troisitme pigment. Non que mes expériences nou- 
velles en aient infirmé l’existence. Mais elles n’en ont pas avancée l'étude. Ses rap- 
ports avec la pyocyanine doivent étre approfondis. Je Vai toujours retrouvé aver 
cette derniére, quand la fluorescence n’existait pas, par conséquent avec la race L 
dans tous les milieux; avec la race A, en peptone,en gélatine. 

2. Je répéterai que Valbumine n’exclut pas la production de pyocyanine. Dans 
la longue série de mes cultures en albumine d’euf, j’ai vu quelquefois survenir 
Je pigment bleu, mais au bout Wu temps fort long. Je nai jamais employé Gans 
ces passages que des cultures qui n’en contenaient pas trace. Or certains ensemen- 
cements sont espacés de trois semaines. 
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point de vue pathogene que sous le point de vue chromogeéne, le 
sens des constatations n’en sera pas affecté. On peut, par 
un rapprochement légitime, assimiler & une infection cette pro- 
pagation de la couleur bleue par un contage vivant. Inégale 
réceptivilé des milieux, virulence variable des races, accrue en 
milieu réfractaire, tels sont les traits principaux de cette infec- 
tion bleue, et qui sont communs aux autres infections. 
Le résumé de cette.étude tient dans celte formule générale : 
Leseffets observés pour une espece microbienne varient avec 
les milieux, et dans un milieu donné avec les races que comporte 
toute espece. 


Nore. — Le réaclif gélose-peptone est rapidement préparé 
comme il suit. La gélose, finement hachée, est introduite a la 
dose de 0 gr. 25 dans chaque tube a essai. On ajoute 5° de 
solution de peptone neutre 42 °/s, 5 gouttes de glycérine. On 
doit avoir la précaution de maintenir les tubes quelque temps 
au bain-marie bouillant, avant de les soumettre a l’autoclave, 
pour éviter le brusque dégagement de J’air emprisonné dans la 
gélose, d’ou peut résuller une projection, tout au moins une 
souillure du bouchon d’ouate. On stérilise ensuite & 120° pen- 
dant cing minutes. Les tubes sont mis a refroidir horizontale- 
ment. 


CONTRIBUTION A L'ETUDE DES EAUX D'ALGER 


pAR M. PERE, PHARMACIEN-MAJOR DE 2@ CLASSE. 


La fievre typhoide est endémique a Alger; chaque année, 
pendant les mois d’aott, de septembre et d’octobre, elle revét 
un caractere plus sévere par le nombre comme par la gravité 
des cas que l’on observe. Elle frappe la population militaire, 
dune si grande réceptivité pour les maladies infectieuses, 
comme la population civile. 

Bien que les causes soient par ailleurs nombreuses qui per- 
mettent & Alger léclosion des maladies microbiennes et qui 
favorisent leur développement, je me suis demandé si la qualité 
des eaux alimentaires n’élait pas l’un des facteurs essentiels de 
la constitution médicale de cette ville, si ces eaux ne seraient 
pas la cause premiére de l’alfection typhique. 

Je n’ai pas cru pouvoir, dans l'étude de cette question, me 
borner, comme on l’a fail souvent, a la recherche dans les eaux 
du bacille typhique ou en général des microbes d’origine sur- 
tout excrémentitielle; il ne me semble pas que le jugement a 
porter sur une eau potable soit une question que l’on puisse résou- 
dre sans sortir de son laboratoire. Sans doute, quand on trouve 
dans une eau suspecte le bacterium coli commune en grand 
nombre, ou le bacille typhique, on peut prononcer contre cette 
eau une condamnation méritée; mais une eau ou on ne trouye 
pas de microbes suspects n’est pas par cela seul une bonne 
eau; ils peuvent avoir échappé parce qu’ils sont rares ou quwils 
nexistent pas dans |’échantillon étudié. Dans ces cas, l’examen 
de lorigine de l'eau, de son mode de captation, de sa canalisa- 
tion s'impose. C’est par examen que j’al commencé, je vais en 
indiquer les résultats; je dirai ensuite comment j’ai cherché a 
éyiter les causes d’erreur provenant de ce que les germes sus- 
pects peuvent étre rares dans |’échantillon soumis a l’expérience. 
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if 


ORIGINE DES EAUX D’ALGER, LEUR MODE D’ALIMENTATION. CANALISATION. 


En principe, la ville d’Alger est alimentée par des eaux de 


E sources. Le graphique n° 1 indique les points d’origine de ces 
i . eaux, ainsi que le parcours de la canalisation. 
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Fig. 4. — Alimentation des eaux d’Alger. 
4° Kaux de Hamma : capltées par une belle galerie située en 

a face du jardin d’essai H'. Altitude : 50™. Le canal d’adduction, 
oe paralléle & la cdte, longe un cimeliére arabe et le champ de 
a manceuvres. Elles desservent Mustapha-Inférieur et la ville basse. 


2° Kaux du Télemly : point d’origine & Mustapha-Supé- 
é rieur. Altitude 150". Desservent Mustapha-Supérieur et la ville 
te moyenne. 
3° Haux de l’Ain-Z’boudja : elles sont fournies par un systeme 
. de sources situées sur le plateau argilo-calcaire quis étend d’El- 
a Biar 4 Ben-Aknoun. Altitude : 200 a 250™. Chacune de ces 
ee sources va rejoindre une canalisation principale qui ameéne ces 
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eaux au Réservoir du Sahel et de 1a au Réservoir dela Synagogue 
Z?. Ces eaux prennent pendant Vhiver une large part a V’alimen- 
talion d’Alger. ‘ 

4° Kaux dela Birtraria : leur canalisation est, en certain 
point, dominée par un cimetiére arabe. 

5° Enfin un aqueduc spécial améne & Vhdpital du Dey les 
eaux de | Oued M’kacel prises vers leurs sources. 

La quantité d’eau ainsi obtenue _n’étant plus suffisante, la 
ville d’ Alger exploite depuis quelques années une nappe d’eaux 
artésiennes, d'une profondeur de 52™ a 56”, située a peu de dis- 
tance de l’Oued el Harrach, entre les stations de Maison-Carrée 
et du Gué de Constantine. Ces eaux, dites eaux de Bansh, sont 
refoulées par deux machines élévatoires jusqu’au Réservoir de 
Kouba, dou elles sont conduites 4 Alger par une canalisation 
tubulaire. Jl n’en sera pas question dans cette étude, unique- 
ment réservée aux eaux de sources énumérées ci-dessus. 

Le graphique n° 2, indiquant le débit des sources principales, 
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est intéressant a plus d’un titre, mais principalement pour les 

notions qu’il nous fournit sur le mode d’alimentation de ces 

sources. Les débits du Hamma et celui du Télemly y sont figurés 

par une courbe presque horizontale, ne subissant aucune influence 

saisonniere ; par leur constance, ils donnent ces eaux pour des 

eaux de profondeur, et partant pour des eaux pures aleur origine. 
6 
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Il n’en est pas de méme des eaux de |’Ain Zboudja dont la 
courbe, a oscillations brusques et de grande étendue, montre un 
débit irrégulier, suivant avec fidélité l’alternance des saisons, 
tres faible pendant la saison séche, trés élevé pendant l’époque 
pluvieuse : caractere principal des eaux de surface, alimentées 
par les eaux pluviales n’ayant subi a travers le sol qu'une filtra- 
tion rapide et insuffisante. D’ores et déja, on peut conclure que 
ces eaux ont une origine suspecte. ll est vrai que la région au 
voisinage des sources est encore peu habitée, de sorte que le 
danger pourrait n’étre aujourd’hui qu’hypothétique; mais d’un 
moment a l’autre il pourrait devenir réel. 

Les Algériens assurent que leurs eaux se troublent parfois 
pendant la saison des pluies. Personnellement, j’ai pu observer 
ce fait pour les eaux qui alimentent le Dey et pour celles de la 
Birtraria, de sorte que les sources du Hamma et du Télemly 
seraient seules des eaux de profondeur. 

Pour toutes ces sources, la canalisation est laméme, vicieuse 
en soi et présentant de nombreuses défectuosités *. Les canaux 
d’adduction sont en maconnerie, souterrains dans presque tout 
leur parcours, pour la plupart de construction ancienne, et il 
est peu aisé de se rendre compte du degré d’étanchéité qu’ils 
possedent encore. Ils sont munis de regards fermés par des 
pierres plates qui laissent s’infillrer dans le canal ce qu’on dépose 
aleur surface, par exemple les excréments dont on les voit 
souvent couvertes. Quant aux réservoirs, celui dela Synagogue 
est fissuréa son faite, et sur ce faite repose la place Randon habi- 
tée par des marchands indigénes,d’une malpropreté repoussante. 

L’hygiéniste rigoureux trouyerait déja des raisons suffisantes 
de condamnation, mais nous devons confirmer ce jugement pré- 
liminaire par quelques mesures précises qui prouvent le fait de la 
contamination de eau pendant son parcours. 


CuLore. — Une eau bien captée doit avoir & toute distance 
de son origine une composition constante, sauf les changements 


1. Les défectuosités de la canalisation furent constatées au mois d’octobre 1889 
par une commission chargée de procéder « a l'analyse bactériologique des eaux 
d’Alger »; elles furent signalées au conseil départemental d’hygiéne par M. le Dt 
Trabut, rapporteur. Cette commission, composée de MM. Trabut et Soulié, profes- 
seurs 4 l’Kcole de médecine, Langlois, chimiste expert, et Péré, pharmacien major, 
ne put faire la preuve bactériologique @une pollution. 
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provenant des dépéts qu'elle laisse se former le long des parois 
quelle baigne. En particulier elle doit renfermer une proportion 
constante de chlore, que l’on peut choisir comme terrain d’étude, 
a la fois parce que sa détermination au moyen du nitrate d’argent. 
par le procédé de Mohr, est facile et rapide, et aussi parce que 
les chlorures sont au nombre des éléments que toute agglomé- 
ration humaine laisse constamment s’écouler dans le sol. L’aug- 
mentation de la proportion de cblore le long de la canalisation 
est done un argument en faveur de la contamination. 

Voici les résultats trouvés pour les eaux d’Alger qui sont. 
comme on va le voir, tres riches en chlore au départ, A cause 
du titre élevé de leur minéralisation '. 

Ain Zboudja. On a recueilli les eaux de VAin Z’boudja au 
méme moment a la caserne d’Orléans Z', ala Rampe Rovigo 
etau Réservoir de la Synagogue Z’; elles ont donné pour un 
litre : 


Gaserne d’Orléans- 7%... ... 82 milligr. de chlore. 
Rampe Rovisoiei. 2.) ws lee. 94 — 
Réservoir de la Synagogue. .... 99 — 


Hamma. Les eaux du Hamma,prises leméme jour a la source 
et en un point de la canalisation distant de 3 km. environ, ont 
donné les résultats suivants : 

HAA anes OUTCOs at Livmrte mre ea 83,6 milligr. de chlore. 
OW. GINO VNUVEU ANS te = ee oe 9253 _ 
Ainsi des infiltrations se produisent dans la canalisation, qui 


augmentent d’une maniére trés sensible la proportion de chlore 
dissous. 


Mariére orcanigur. — Ona évalué la quantité de matiere 
organique par la proportion d’oxygéne qu’elle emprunte dans 
des conditions identiques & une solution de permanganate de 
potasse. 

Le procédé employé est celui qui a été recommandé par le 
Comité d’hygiéne, et qui est pratiqué au laboratoire de Mont- 


4. Résidu de Vévaporation desséché 4 120°, pour un litre : 
Oued Mkacel(Hdp.du Dey) Oe" 685 Eaux de Ja Birtraria. 


Lab Geiinigt oe teen ge ieee 0, 640 CHIOrGRay aeeeee heat. 206 milligr. 
Aime /iboudyals aqebere 2 te) ce 0, 525 Ac. sulfurique..... 163 “= 
Mélenilyetwaie ete a eyo 0, 566 (Chainer atetes. o3- 205 7S 
Biptrarinnien She. eet 5 ae 1, 000 Magnésie....... 60. — 


(ide 506 


84 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


souris. Voici comment on l’appliquait : 200 d’eau étaient addi- 
tionnés de 6% d’une solution a ;, de bicarbonate de soude pur, 
et de 10°° d’une solution de permanganate titrée, représentant 
par litre 160 milligrammes d’oxygéne, soit 0,16 milligr. par cen- 
timetre cube. On chauffait progressivement et on saa intonne 
Yébullition pendant dix minutes. Apres. refroidissement on 
ajoulait 2°° d’acide sulfurique pur, puis 4°° dune solution acide 
de sulfate double de fer et d’ammoniaque. Lorsque la liqueur 
était devenue transparente, on versait goutte a goutte avec une 
burette la solution de permanganate jusqu’a production d’une 
teinte rose sensible : soit n° le volume employé. 

En méme temps on opérait de méme sur 400°° deau, en 
réglant les deux foyers de chaleur de maniere a obtenir )’ébulli- 
tion au méme moment dans les deux ballons; soit (n + a)°¢ le 
volume de la solution de caméléon nécessaire pour obtenir la 
méme coloration rose : a°° représente le volume de permanga- 
nate réduit par 200° d’eau, et 5a X 0,16 le poids, en milli- 
grammes, d’oxygene emprunté par, la matiere organique que 
renferme un litre de cette eau. 

Or, Vapplication de cette méthode & l’étude des eaux d Alger 
montre que l’échantillon, pris en quelque point que ce soit. exige 
pour un lilre moins de 1 milligramme d’oxygene, c’est-a-dire 
qu'un examen superficiel pourrait donner ces eaux comme trés 
pures. Mais, en comparant les résultats obtenus en deux points 
différents, on voit que eau du Hamma emprunte a a Ja. solution 
de caméléon : 


Prisezamla SOUrCGheraaenaieese 0,12 milligr. doxygéne. 
SUG OO.LN Lee ae 0,20 = 

Il y a done, en général, dans les eaux d’Alger, tres peu de 
matiere organique attaquable par les réactifs suivant le procédé 
employé, mais cetle quantité augmente lorsqu’on s’éloigne de ~ 
la source : et ce fait confirme le renseignement que le dosage 
du. chlore nous a déja fourni. 

On arrive ala méme conclusion en étudiant la rapidité avec 
laquelle l'eau perd son oxygéne sous Vinfluence des microbes 
qui sy développent, lorsqu’elle est conservée au laboratoire dans 
des conditions déterminées. J’ai constaté que l'eau puisée en 
H* perdait ainsi, dans le méme temps, deux fois plus d’oxygene 
a peu pres que l'eau puisée a la source. Et om sait que, en 
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général, cetle perte d’oxygene est d’autant plus rapide que l’eau 
renferme plus de matiére organique. Mais les nombres ainsi 
obtenus ne peuvent pas, & cause de leur manque de précision, 
élre mis au méme plan que ceux relatifs au dosage du chlore 
ou de la matiére organique. 

Je me borne a remarquer que toutes ces mesures s’accordent 
a démontrer une infiltration organique le long de la canali- 
sation. 


II 


RECHERCHES BACTERIOLOGIQUES 


Les recherches qui précédent m’ayant amené a conclure a 
une contamination des eaux le Jong de la canalisation, j’ai 
essayé de pousser la démonstration plus loin en recherchant 
dans ces eaux les organismes d’origine fécale les mieux connus, 
a savoir le bacterium coli commune et le bacille typhique. 

Les procédés imaginés pour la recherche de ces deux microbes 
dans les eaux ont rendu de grands services. Malheureusement, 
ils ne permettent d’agir que sur une faible quantité de liquide. 
Méme avec celui de M. Vincent, c’est de l'étude de quelques 
centimetres cubes de liquide qu’il faut conclure a l’ensemble 
d’une canalisation. Quand il y a beaucoup de microbes suspects 
ou dangercux, on peut les découvrir, et méme, ce qui est avan- 
tageux parfois, les dénombrer assez exactement, grace au frac- 
tionnement qui est dans les conditions de ces diverses méthodes. 

Par contre,quand ces microbes sont rares ou irrégulitrement 
répartis, ils peuvent échapper a l’examen. J’ai done pensé qu’a 
coté de ces méthodes excellentes, et en profitant de ce qu’elles 
nous ont appris, on pouvait en essayer une autre, qui permit 
d’opérer sur un volume de liquide beaucoup plus considérable, 
en subordonnant, en ce qui regarde les microbes, la question de 
quantité a la question de qualité. 

_ Nombreux, en effet, sont les cas dans lesquels il s’agit moins 
d’apprécier dans quelles proportions des contaminations fécales 
sont faites, que de savoir si elles sont possibies, et ot la cons- 
tatation dans un litre d’eau de quelques microbes ayant cette 
origine aura, au point de vue pratique, une importance capitale. 
Ces microbes, quand ils’se chiffrent par quelques unités, risque- 
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raient fort de passer inapercus avec les méthodes en usage; on 
les mettra au contraire facilement en évidence par le procédé 
que je propose, et que j'ai déja appliqué avec fruit & un grand 
nombre d’essais. 

Voici le principe sur lequel il s’appuie. 

L’eau suspecte est transformée en un terrain de culture suffi- 
samment nulritif, dans lequel la présence d’une proportion déter- 
minée d’acide phénique, sans empécher la multiplication des 
germes du Bacterium coli commune et du Bacille typhique, met 
obstacle a celle des espéces Gtrangeres, ainsi que l’a démontré la 
pratique des procédés usuels. 


MODE opkRATOIRE. — Dans un récipient jaugé de 1 litre, 
stérilisé (matras ou ballon), on introduit 100° de bouillon de 
boeuf normal’, neutre et stérile; 50° d’une solution de peptone 
pure 210 °/,, également neutre et stérilisée; et 600 a 700° de 
Veau aanalyser. On ajoute alors 20°, exactement mesurés, d’une 
solution d’acide phénique pur a 5 °/,, et on emplit jusqu’au trait 
de jauge avec l’eau suspecte. Le liquide obtenu, que j’appellerai 
liquide A, contient done par litre un gramme d’acide phénique 
et 830°° d’eau suspecte. 

On le répartit en dix vases stérilisés, fioles, ballons ou ma- 
tras, munis de leurs bouchons d’ouate, et on le porte & la tempé- 
rature moyenne de 34°. I] ne faut pas dépasser 36° ; on risquerait, 
par l'application un peu soutenue d'une température plus élevée, 
datteindre trop vivement les microbes que l'on recherche, 
et de stériliser le terrain. La température de 32° 4 36° est tres 
convenable, 

Un trouble se produit dans le cas d’une eau polluée par les 
especes susdites, non pas a heure fixe, mais d’autant plus vite 
que la pollution est plus forte, et que la température s’est main- 
tenue plus élevée dans les limites assignées. On pourra déja 
observer ce trouble vers la 12° heure, généralement entre la 
15° et la 20° heure, mais seulement vers la 30° heure si la pollu- 
tion est réduite a des traces : circonstance qui ne se présentera 


que rarement, sans doute, mais que ]’on peut réaliser par l’ex- 
périence. 


1. Par parties égales de viande de beuf et d’eau. 


ETUDE DES EAUX D’ALGER. 87 


Des que le trouble est bien évident, on ensemence le liquide A 
a aide d’un fil de platine flambé et recourbé en houcle, d’une 
part dans un tube de bouillon normal qui pourrait déja donner 
une culture pure de l’un des organismes que l’on recherche, et 
d’autre part sur un nouveau liquide stérilisé, renfermant comme 
le 1° un gramme d’acide phénigue, 5 grammes de peptone, et 
100°° de bouillon normal par litre, et réparti dans des tubes A 
essal. 

J’ensemence deux de ces tubes, et les expuse pendant 6 heures 
ala température moyenne de 34°. A ce moment, que leur con- 
tenu soit trouble ou limpide, on l’ensemence par le méme moyen 
que précédemment dans deux autres tubes ot les organismes 
subissent leur 3° passage en liquide phéniqué dans les mémes 
conditious de température. On attend cette fois que le trouble 
se produise ; l’ensemencement de ce dernier liquide sur bouillon 
normal donne, aprés quelques heures d’étuve, une culture pure 
du Bacterium coli commune, du bacille d’Eberth, ou un mélange 
des deux espéces, comme on peutle vérifier par culture sur plaque 
de gélatine. 

Je me suis assuré que les deux microbes supporteraient encore 
deux nouveaux passages sur liquide phéniqué, espacés de 
6 heures, comme il en est pour le 2° et le 3° passages; on pourrait 
donc pratiquer ces passages nouveaux en vue de séparer quelques 
especes étrangéres ayant résisté au traitement; je n’en ai pas 
rencontré dans les eaux alimentaires d’Alger. 

L’application de cette technique a l’examen d’échantillons 
d’eaux polluées naturellement ou artificiellement a montré que 
les 10 vases remplis du liquide A se troublent tous en général, et 
Vobservation de leur culture montre partoutle méme organisme. 
Il suffirait donc le plus souvent de préparer et de traiter 100° de 
liquide A, correspondant a 83° d’eau suspecte, sauf a répéter 
lV’expérience sur un litre en cas de résultat négatif, et si ]’examen 
de la canalisation, les recherches chimiques, ou toute autre 
circonstance faisaient soupgonner une pollution. 

J'ai réalisé ce cas d'une eau ne renfermant que des germes 
tres rares, en diluant au millitme un échantillon ensemencé avec 
uneculture mixte de Bacteriumcolicommune et de bacille typhique, 
et qui, pour un centimetre cube, donnait sept colonies pouvant 
se rapporter ces deux especes. L’eau diluée renfermait donc 
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environ sept germes par litre. Sur les dix matras contenant le 
liquide A, deux se sont troublés vers la 30° heure, trois autres 
avant la 36° heure, les cing derniers restaient Jimpides. 

Les especes qui résistent au 1° passage en terrain phéniqué 
sont celles qui ont été signalées par M. Vincent. Comme cet 
observateur, j’ai vu le microbe d’Eberth atfecter la forme en 
diplocoque mobile, forme passagére, due a l’action du milieu 
phéniqué; mais il récupére ses altributs morphologiques habituels 
par un ensemencement ou une série de 3 ensemencements sur 
le bouillon normal. 

Le Bacterium coli commune trouble le liquide, Je plus souvent, 
avant le Baczlle typhique, de sorte que si les deux especes se 
trouvaient dans le méme milieu, on pourrait craindre a prior 
que le premier se présentat seul apres le 3° passage. L’expérience 
directe n’a pas justifié cette crainte : la méthode des plaques 
a montré que les deux microbes vivaient cdte & cdte dans le 
bouillon normal, aprés le premier et apres le troisitme passage 
en terrain phéniqué. 

Kn possession de ce procédé, j’ai fait surles eaux d’Alger les 
expériences suivantes : 


4 octobre 1890. — L’eau de lOued-M’kacel, prise au 
laboratoire de chimie de l’hdpital du Dey, est transformée en 
liquide A. Un litre de ce liquide, divisé en dix fioles stérilisées, 
est exposé ala température moyenne de 34°; il s'est troublé 
dans 3 récipients apres la 12° heure, et dans tous les autres vers 
la 15° heure. 


5 octobre 1890. — L’eau de Birtraria, prise au point B‘, et eau 
de l'Ain-Z’boudja, prise en Z,, Z., Z, et A laRampe Rovigo, sont 
traitées comme ci-dessus, chaque échantillon fournissant 
200° de liquide A répartis en deux fioles. Le liquide est partout 
limpide & la 12° heure, et trouble vers la 15° heure dans tous 
les récipients. 


6 octobre 1890. — Je procéde de méime pour l'eau du Hamma 
recueillie 4la source, avec laquelle je prépare un litre de liquide 
A, réparti entre dix fioles; et aussi pour la méme eau prise en 
H?, H’, au milieu de la ville, ainsi que dans la rue de Tanger 
(Hamma? Télemly ?); je traite de méme l'eau de Télemly prise 
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en T' et T’, chacun de ces six échantillons fournissant 100° de 
liquide A. Entre Ja 15° et la 18° heure, le contenu des six flacons 
s'est troublé; le liquide est encore limpide au 4° jour dans les 
10 autres vases, qui renferment l’eau du Hamma puisée a la 
source et traitée par la méme méthode. 


9 octobre 1890. — Jai recueilli ’eau du Hamma A la source 
méme et au point H®. Les deux échantillons ont 6ié d’une part 
transformés en liquide A, d’autre part additionnés d’une quantité 
égale de peptone & 5/1000, et de bouillon normal a 10 0/0, mais 
sans addition d’acide phénique. Les 4 flacons étant exposés a la 
température moyenne de 34°, le contenu de l’un d’eux est seul 
limpide apres 18 heures : c’est le liquide A provenant de l’eau 
puisée a la source. 

J'ai alors ajouté aux deux flacons dont le contenu n’est pas 
phéniqué, la proportion d’acide phénique nécessaire pour trans- 
former ce contenu en liquide A. 

Apres 18 nouvelles heures d’étuve, I’un des flacons troubles 
est redevenu limpide et présente un abondant dépot d’orga- 
nismes : c’est celui qui renferme l’eau puisée a la source. Le 
trouble qu’on y remarquait tout d’abord est donc dt a d'autres 
especes que le Bacterium coli commune et le bacille typhique. 
Au contraire, le contenu des deux autres flacons remplis au 
point H® est trouble, bien que dans l'un d’eux se soit formé 
un sédiment considérable d’organismes; c'est quils renferment 
au moins une espece suspecte. 

La limpidité des deux premiers persiste encore au 4° jour, 
ainsi que le trouble des deux autres. 


13 octobre 1890. — Enfin les douze échantillons pris sur la 
canalisation, dont il a été question dans les expériences précé- 
dentes sont transformés en liquide A et mis ensemble a 
V’étuve : ils se troublent dela 14° a la 20° heure. Sitdt que le 
contenu d’un récipient est troublé, on lensemence a l’anse de 
platine sur un liquide phéniqué, ou lorganisme qui a produit 
ce trouble subit, d’aprés les prescriptions de la méthode, deux 
passages espacés de six heures. Le liquide provenant du dernier 
passage est ensemencé sur bouillon normal. : 

On a ainsi obtenu douze cultures sur bouillon, a l'aide 
desquelles on a fait les réactions sur gélatine en piqure et en 
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plaque, et sur pomme de terre. Or, l'étude des réactions sur ces 
divers terrains, ainsi que l’observation au microscope des 
caracteres morphologiques de l’organisme, m’a permis de 
diagnostiquer le Bactérium coli commune, reconnaissable a tous 
ses caracteres lorsque je l’ai comparé au Bacterium coli retiré 
de mon intestin. 

Sur trois plaques, a cté des colonies appartenant au bacille 
du colon, se sont développées plus lentement des colonies d'un 
autre aspect, minces et transparentes, nacrées, bleutées, ne 
présentant au centre qu’une tres faible élévation. On les a 
recueillies, ensemencées sur bouillon, et de 1a sur les autres 
terrains. Le bouillon, avant 24 heures, a présenlé un trouble qui 
s'est peu accentué; il ne s’est formé, aprés plusieurs jours, qu'un 
faible dépot. Les cultures sur gélatine ne dégagent aucune odeur, 
et ne sont jamais liquéfiées ; sur plaque, les colonies apparaissent 
au 3° jour et présentent les caracteres indiqués ci-dessus. 
L’ensemencement sur pomme de terre a provoqué la formation 
dune culture visible au 2° jour; elle ne présente aucune épaisseur, 
est incolore, humide et brillante, glacée. Le microscope montre 
dans le bouillon et dans cette culture sur pomme de terre un 
bacille présentant des dimensions inégales, tres mobile dans 
le bouillon; les individus de premitre grandeur, trés rares, 
animés d’un mouvement sinueux; les autres plus nombreux 
et plus petits, d'un mouvement oscillatoire tres vif et d'un mou- 
vement de translation rapide qui leur fait traverser tout le 
champ; ce bacille est décoloré par la méthode de Gram. 

Ce sont bien les attributs du bacille typhique tels que je les 
ai observés sur deux échantillons d’origine authentique cultivés 
parallélement, tels aussi qu’ils lui sont assignés par les obser- 
vateurs, et qui suffisent, pour assurer son diagnostic, & quien a 
fait une étude patiente. 

Les plaques d’ou on a pu isoler le bacille typhique provien- 
nent de l’eau de VAin Z’Boudja (réservoir de la Synagogue et 
Rampe Rovigo) et de l’eau de la Birtraria prise en B'. 


CONCLUSIONS 


Il résulte des considérations développées en premier lieu que 
parmi les eaux de sources étudiées, celles du Hamma et du 
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Télemly sont seules des eaux de profondeur, et que sur tous 
les points, la canalisation, vicieuse par sa nature méme, présente 
encore des défectuosités qui montrent comme possible et. 
probable une pollution par les matitres excrémentitielles. 

Les expériences chimiques indiquées ensuite ont fourni des 
résultats qui permettent d’assurer l’existence d’infiltrations du 
dehors dans l’intérieur de la canalisation. 

Enfin, les recherches microbiques entreprises par le procédé 
que j’ai décrit ont permis d’isoler de toutes ces eaux le Bacte- 
rium coli commune, hote habituel des matiéres fécales et des 
eaux polluées. 

L’ensemble de ces notions démontre d’une maniere évidente 
que les eaux de sources d’Alger sont entachées de pollution par 
les matieres fécales. 

Enfin , on a pu isoler des eaux de la Birtraria et de |’ Ain- 
Z’Boudja le bacille typhique, ala date du 13 octobre 1890; et 
‘ainsi se trouve éclairée, dans une de ses grandes lignes, l’étio- 
logie de la fievre typhoide a Alger. 

Quel est le degré d’intensité de cette pollution? Il ne m’a 
pas paru nécessaire de le rechercher. En effet, pour l’hygiéniste. 
une eau potable ne doit renfermer aucun germe nocif ou suspect ; 
par contre l’eau est polluée quand elle renferme ces germes, 
si minime qu’en soil le nombre, et toute pollution, faible ou 
forte, entraine condamnation. Suivant cette doctrine, les eaux 
d’Alger doivent étre condamnées. 

Je me fais un devoir de remercier ici nos collegues et amis, 
MM. Cuminet et Bodard, pour l’empressement quils ont mis a 
moffrir et 4 me préter leur précieux concours. 
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RRCHERCHES SUR LOS ORGAMSMES DE GA NUPRIFICATION 


(4° MEMOIRE). 


Par M. 8S. WINOGRADSKY. 


SUR UN MILIEU: SOLIDE APPROPRIE A LEUR CULTURE. 


En décrivant, dans mon premier mémoire sur la nitrification, 
Ja voie par laquelle je suis parvenu a découvrir un organisme 
nitrificateur, j’ai insisté sur les difficultés qu’on rencontre, 
quand on veut le cultiver a l’état de parfaite pureté, La culture 
dans une solution de sels inorganiques ne lu: assure qu'une 
tres grande prépondérance, mais n’exclut pas les quelques 
autres formes de bactéries banales, dont les germes, quelque 
nombreux que soient les ensemencements successifs, passent 
avec lui de culture en culture, et atteignent a chaque fois un 
certain degré de développement. Pour m’en débarrasser, j'ai 
utilisé, comme se rappellent les lecteurs des Annales, la maniere 
différente dont se comportent sur la gélatine nutritive ces formes 
élrangeres d'un cdté, les nitrobactéries ' d’un.autre. Ces dernieres 
n'y poussent pas, tandis que les premieres révélent tout de suite 
leur présence par la formation de colonies. En étalant sur la 
gélatine le dépot magnésique ou calcique des cultures (contenant 
surtoul ’organisme cherché), je le reprenais au bout d’un temps 
suffisant aux endroits libres de toutes colonies, et je Vutilisais 
comme semence; de cette maniére j’ai réussi une premiere fois 
a avoir des cultures nitrifiées, exemptes de tout germe se déve- 
loppant sur la gélatine au bouillon peptonisé. 


4. Crest ainsi que nous désignerons le petit groupe d’organismes, dont l’oxyda- 
tion de l’azote ammoniacal est la fonction. M’étant assuré que, pris dans des 
localités éloignées, ils présentent des différences morphologiques assez marquées, 
je préfere en parler non comme d’un ferment unique, mais comme d'un groupe 
physiologique. 
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J'ai signalé ce résultat, en m’abstenant de recommander la 
méthode comme élant toujours d’une application sire. Elle 
devail encore faire ses preuves. 

Depuis, j’aieu maintes fois l'occasion d’entreprendre la sépa- 
ration des nitrobactéries de diverses terres, et j'ai 6t6 amené par 
des échecs a reconnaitre que cette méthode ne suffit pas dans la 
majorité des cas. En voici Ja raison. I] est trés facile d’éliminer 
par ce procédé tous les organismes qui croissent rapidement sur 
la gélatine, et dont les colonies se montrent au 2° ou 3° jour. J’y 
ai réussi presque toujours d’un coup. Mais il n’en est pas ainsi 
avec d’autres especes a végétation pénible sur le méme milieu, 
et quisont souvent présentes dans le sol; j’ai eu l'occasion de 
m’en assurer. Leurs colonies n’apparaissent que du 8’ au 10° jour, 
etelles restent longtemps trés petites.1l arrive ainsi, parexemple, 
qu’on pique la gélaline & un endroit completement exempt de 
colonies, et qu’en examinant ensuite la piqtre et ses alentours 
on les trouve remplis de trés petites colonies. IL n’est guére dou- 
leux alors que la semence puiséen’a pas été pure. On n’a aucune 
chance de remédier a cet inconvénient, en reculant le moment de 
la prise de semence, car au bout de dix jours environ la surface 
de la gélatine n’en fournit plus d’efficace. Kn somme, il faut le 
concours d’un heureux hasard, j’entends Vabsence de ces mi- 
crobes a végétation lente, pour réussir a isoler complétement une 
nitrobactérie par ce procédé. Il permet pourtant de pousser trés 
loin, en peu de temps, la purification d’une culture impure 

Par malheur, il y a encore a compter, dans cette question de 
la séparation des nitrobactéries, avec une difficulté autrement 
sérieuse. Quelles garanties de la pureté d’une culture de ces 
organismes faut-il exiger? Autrefois ou considérait’ un liquide 
comme stérile, s’il ne donnait pas de végétation sur la gélatine ; 
Vensemencement sur ce milieu était tenu pour le mode de con- 
trole le plus décisif. Ila été démontré maintenant qu'un liquide 
peut contenir des quantités énormes de nitrobactéries et laisser 
les gélatines slériles. Mais pour les autres qui l’accompagnent 
comme impurelés, on était autorisé, d’apres les opinions cou- 
rantes, 1 considérer toujours l’épreuve de la gélatine comme 
valable. Le phénomeéne de nitrification et la stérilité sur la 
gélatine nutritive sont devenus ainsi tout naturellement les 
caracteres d’une culture pure de nitrobactéries. Indépendamment 
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Yun de lautre, M. et Mm Frankland‘ et moi, nous les avons 
adoptés. 

Pour ma part, j’avoue pourtant ne les avoir avancés que pro- 
visoirement, et sans étre convaincu de leur infaillibilité. Stric- 
tement parlant, l’épreuve de l’ensemencement sur la gélatine ne 
suffit pas a elle seule, car refuser d’y croitre n’est pas un pri- 
vileége exclusif des nitrobactéries. Tel peut étre le cas quelquefois, 
pour un mélange accidentel de microbes introduits avec une 
terre quelconque dans-les cultures, mais,le crilérium n’est pas 
absolu ?. Il se peut ainsi qu’en croyant avoir réussi, on ne par- 
vienne qu’& éliminer tout ce qui croit sur la gélatine, sans 
débarrasser les cultures de quelques espéces étrangeres, réfrac- 
taires, comme les nitrobactéries, & ce genre de culture, mais 
qui auraient réapparu si elles avaient été ensemencées dans le 
bouillon ou quelque autre liquide nutritif®. 

Pour décider de la pureté ou non pureté, une étude micros- 
copique soigneuse avec l’emploi de diverses méthodes de colo- 
ration peut certainement venir en aide. Avec une connaissance 
parfaite des formes de la nitrobactérie qu’on cherche 4 isoler, 
et en laissant de c6té toutes les idées de variation, on ne recon- 
naitra comme pure gu’une culture dont Vhomogénéité est abso- 
lue. mais non sans réserve encore, car les germes étrangers, sil 
n’y en a que trés peu, échappent facilement, comme on le sait, 
a lanalyse microscopique la plus consciencieuse. 

On pourrait bien ne pas pousser plus loin et se désintéresser 
de ces quelques germes, dont linfluence sur la nitrification est 
bien surement nulle, s’il ne s’agissait que de ce phénomene. I 
faudrait renoncer alors a l'étude de plusieurs autres questions : 
pour n’en citer qu’une, a celle de l’action des nitrobactéries sur 
les corps azotés autres que les sels ammoniacaux. Je n’ai pas 
besoin d’insister pour montrer qu'il ne serait guére raisonnable 
de lentreprendre sans avoir toule garantie de la pureté absolue 
des cultures. 


4, Le phénoméne de nitrification et son ferment spécifique. Philos. Transuctions 
of. the R. Soc. of London, vol. 181 (1890). 

2. Jai vu bien d’autres microbes, comme ceux, par exemple, des sources sulfu-. 
reuses et ferrugineuses, pour lesquelles ce milieu est non seulement défayorable, 
mais méme mortel. : 

3. Crest la, peut-étre, qu'il faut chercber Vexplication de quelques observations 
de M,. et Mme Frankland, exposées dans l’annexe de leur mémoire cité. 


a 
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Il existe encore une méthode générale pour la séparation 
des microbes qui s’imposait dans ce cas, ov la gélatine refusait 
le service. C’est la méthode dite de dilution. Aussi n’a-t-on pas 
manqué de l’essayer. C’est M. Percy Frankland et M™¢ Fran- 
Kland * qui s’en sont servi avec le plus de persévérance et le 
plus de résultat. Leurs expériences de dilution ont demandé deux 
ans, et ce n’est qu’au bout de ce temps qu’une seule culture de 
leurs longues séries s’est montrée comme « pure », c’est-a-dire 
qu'elle nitrifiait, laissait la gélatine au bouillon-peptone stérile, 
et, je le suppose, se montrait au microscope comme sensible- 
ment homogene. 

M. Warington ? a aussi employé cette méthode sans pouvoir 
épurer ses cultures & ce point. Moi, je l’ai essayée pendant 
Vhiver de 1889-90. J’ai fait trois séries d’expériences (en tout 
50 ensemencements) qui ont complétement manqué leur but. 
Ou il n’y avait aucune nitrification, ou les cultures nitrifiaient, 
mais leur impureté n’était rien moins que douteuse. J’ai bientot 
définitivement abandonné la méthode, comme ne valant rien 
dans ce cas, et je persisle dans mon opinion. Elle prend énormé- 
ment de temps et le hasard, qui y est tout, n’aide que trop mal 
nos efforts. Rendant tout hommage 4 la patience des auteurs 
cités, je ne crois pas que leur exemple inspire a quelqu'un, qui 
voudrait isoler le ferment nitrique de quelque terre, le désir de 
le faire par dilution °. 

On comprendra, apres ce qui a été dit, que la nécessité de 
chercher une méthode plus sire simposait. Recourir aux 
milieux gélalinisants, et en chercher un qui soit apte a nourrir 
ces organismes, était évidemment le chemin qui promettait le 
plus. Ce milieu trouvé et ceux-ci y formant des colonies facile- 
ment reconnaissables, le probleme aurait fait un grand pas vers 
sa solution, a une condition pourtant de plus, c’est que ce milieu 
soit en méme temps absolument défavorable aux autres 
microbes; autrement, a cause de la lenteur extraordinaire de 
Vaccroissement des nitrobactéries, il serait, dans la plupart des 
cas, envahi et altéré avant que celles-ci eussent le temps 
d’atteindre un certain degré de développement, 

4. Loe, cit. 
2. Chem. News, vol. LXI, n° 1562. : 


3. L’histoire morphologique de ces organi 
méthode aussi refuse le service. 


smes nous expliquera pourquoi cette 
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Javais déja essayé anlérieurement, comme milieux de 
cultures, des solutions salines’ gélatinisées par Ja gélatine ou la 
eélose. Je renouvelai ces essais. Ayant maintenant plus Vexpé- 
rience dans la culture des nitrobactéries, j’espérais pouvoir 
mieux aboutir. La solution suivante fut gélatinisée par 10 °/, de 
gélatine ou par 1 °/, de gélose : 


Phosphate de potasse... 0.5% 2. 2.5 +3 0. 4 
Sulfate.de;macnesiem itae gipcecin cee cee 0. 05 
Chiorure dexcaliciuiitece. ss) aie ee eee trace 
Carbonate dessou d Ghee sles hea aa O25 
LOE Mea bE AUN eaters So Re. Soap bo oe 100 


La gelée élant préte et stérilisée, on y incorporait quelques 
centimetres cubes d’une solution contenant 


Sulfate*dammontague = 22 s).0s ee -  oee 0S 


Je savais que cette solution était favorable aux nitroorga- 

nismes. En la gélatinisant, surtoul par 1 °/, de gélose, on pou- 
vail supposer qu'elle resterait telle pour eux, sans devenir sensi- 
blement nutritive pour d’autres. 
_ Les expériences de culture sur ces deux milieux n’eurent 
aucun résultat. J’ai dui bientét deéfinitivement rejeter l’usage de 
la gélaline ; ensemencées par une goutte d’une culture nitrifiée 
impure, les plaques se liquéfiaient tres rapidement, plus rapi- 
dement méme que la gélatine au bouillon-peptone ayant recu 
la méme semence *. 

L’ensemencement de la gélose s’effectuait en étendant une 
goutte du liquide sur toute la surface de la plaque, ou en stries. 
Les végétations apparaissaient bientét comme des taches diffuses, 
mal circonscrites, et envahissaient au bout de dix jours toute la 
surface de la plaque, rendant impossible Popération d’isolement 
de la nitrobactérie, si méme elle avait poussé. Mais je n’y ai 
jamais rien trouvé de ressemblant aux deux nitrobactéries que 
je cherchais a isoler par ce moyen, de méme que je n’ai jamais 
réussi & constater dans ce milieu la présence de nitrites ou de 
nitrates. Quelques expériences ont pourtant duré 18 jours. Tout 
cela n’encourageail pas A continuer ces essais. 


1. Sur cette derniére je ne voyais les liquéfactions apparaitre qu’au 3° jour 
autour de grandes colonies assez rares, tandis que sur l'autre elle commengait, 
apres 24 heures déja, au voisinage de toutes petites colonies. 
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Je me trouvai done conduit une fois de plus, dans mes 
recherches sur la nitrification, a éviter d’une maniere absolue 
toute substance organique. Renoncant a regret aux substances 
gélatinisantes animales et végétales, dont l'emploi est si 
commode, j’eus recours a une substance gélatinisante d’origine 
minérale. Le choix n’en est pas grand : entre I’hydrate d’alu- 
mine et celui de silice, je choisis le dernier. 

On connait la préparation de la solution aqueuse d’acide sili- 
cique, d’aprés la méthode de Graham ', capable de se gélatiniser 
tres facilement sous laction de toute sorte de substances, et 
que M. W. Kuhne a proposée’ pour faire des terrains de cul- 
ture. En l’addilionnant en certaines proportions d’une solution 
de sels minéraux, je me composais une gelée ou toutes les 
nitrobactéries que je cultive ne tardérent pas & se déyelopper. 

Voici quelques détails sur la préparation et la composition 
de cette gélatine minérale, — milieu qui répond a toutes les 
exigences que nous avons posées plus haut. 

Le verre soluble gu’on trouve en vente est généralement 
d’une consistance épaisse, presque sirupeuse; on l’étend alors 
de trois fois son volume d’eau. Cent centimétres cubes de ce 
liquide sont versés en agitant dans 50° d’acide chlorhydrique 
étendu, et le mélange mis dans un dialyseur quelconque ’. 

Au bout de trois jours, en Jaissant le dialyseur le premier 
jour dans l’eau courante, le reste du temps dans l’eau distillée, 
souvent renouvelée, la solution est préte pour l’usage. On le 
reconnait 4 ce gu’elle ne donne aucun trouble avec le nitrate 
d’argent. Elle peut alors étre stérilisée par ébullition et con- 
servée dans un ballon bouché avec du coton ou du hiége. 

Quant a la solution de sels minéraux 4 faire gélatiniser, je 
Vemploie de préférence ainsi dosée : 

Sulfate drammontaqueccs 2. ss. 2s Ae il). 
Sulfate de-magnésie. 2. 260.0. ee ee 0. 
Phosphate de potasse.......-+-+.-- 0 
Chiorurc-de calcium: 3%. Fite t. te - - 


t 
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4. Grabam-Otto, Lehrbuch d. Chemie, t. Il, p. 9638, 1881. ‘ : ‘ 

2. Wacide silicique comme milieu nutrilif pour les organismes. Zettschr. f. 
Biol., t. 1X, p. 178. : } ee *s . 

3. Hest inutile d’employer une solution dosée de silicate. Tout ce qu'il faut 
c’est de sonmettre a la dialyse un liquide avec exces d’acide, et suffisamment 
dilué pour ne pas s’exposer au désagrément de le voir se gélatiniser spontanement 
dans le dialyseur. 
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Les sulfates avec le chlorure d'un cété, le phosphate et car- 
bonate d'un autre sont dissous séparément et les deux solutions 
stérilisées & part; on les mélange apres refroidissement. 

Pour les cultures, je me servais des boites en verre bien 
connues que je choisissais petites (5 c. de diamétre) et de verre 
mince. L’arrangement des cultures se fait comme il suit : 

On commence par concentrer Ja solution silicique en l’éva- 
porant dans un petit ballon, jusqu’a ce quelle soit réduite a la 
moitié de son volume. Avant gue le liguide ait atteint ce degré 
de concentration, on ralentit |’évaporation et on fait quelques 
essais successifs de son pouvoir gélatinisant. Pour cela, on 
prend sur un verre de montre 2 ou 3 gouttes du liquide et on 
y ajoute une goutte de solution saline : la tendance a gélatiniser 
doit se manifester au bout de 5 minutes; au bout de 10 415, la 
gelée doit étre si plastique qu'une empreinte faite sur sa surface 
ne s’efface plus. Aussitét ce degré atteint, il n’est pas bon de 
pousser la concentration plus loin, car alors la gelée ne sera pas 
pure, mais remplie de grains et d’écailles d’acide silicique inso- 
luble. On distribue ensuite la solution silicique au moyen d'une 
mince pipette dans les boites et on la gélatinise, en y faisant 
couler la solution de sel; selon le degré de solidité qu’on veut 
atteindre, on en prend la moitié ou le tiers du volume de la 
solution silicique, et on n’oublie pas de bien mélanger les deux 
liquides. Au bout de quelques minutes une faible opalescence 
dénote la gélification. 

Si on veut répartir la semence dans la plaque, on a le temps 
de le faire immédiatement apres avoir mélangéles deux liquides. 
Pour ensemencer par stries, on attend que Ja coagulation soit 
complete, soit quinze minutes. 

Quelquefois je remplagais, dans ma solution de sels. le car- 
bonate alcalin, dont l'emploi présente quelque inconvénient, par 
le carbonate de magnésie. La limpidité de Ja gelée est alors 
naturellement perdue et sa transparence diminuée, mais cela 
ne géne que peul’observation ; c’est qu’autour des colonies vigou- 
reuses les grumeaux du sel sont dissous, et elles apparaissent 
alors entourées d’une zone limpide. Loin de cacher les colonies, 
la présence du carbonate insoluble attire ]’atfention sur elles et 
rend visible leur action caractéristiqne. 

Quant aux végétations que forment les nitrorganismes sur 
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ce milieu, il ne faut pas, je le dis tout de suite, se les figurer 
d’aprés ce qu’on voit généralement sur les plaques ordinaires, 
ensemencées par quelque microbe banal. Une nitrobactérien’est 
pas du tout capable de l’énergie de croissance connue pour la 
plupart des microbes. Les colonies englobées dans la gélatine 
reslent toujours petites; les plus grandes d’entre elles ne sont que 
visibles 4 l’ceil nu, comme des points blancs. Le long des stries, 
par contre, il se forme une crotte blanche assez épaisse. Pour 
l'oeil non armé il n’y a, en somme, rien de tres caractéristique, 
si ce n’est le fait méme de la formation de colonies sur un milieu 
de cette nature. Mais cette impression change du tout au tout 
quand on examine les plaques a un faible grossissement : les 
colonies de l’intérieur, celles de la surface surtout, revétent alors 
un aspect si curieux qu’apres les avoir vues méme une seule 
fois, on les reconnaitra du premier coup d’eeil. 

Cette gélatine minérale est de plus, comme nous l’avons 
exigé plus haut, tres défavorable a la végétation des microbes 
autres que les nitrobactéries, et ne s’allere que sous l’action 
de ces dernieres. En préservant soigneusement les plaques 
de la dessiccation, on peut y entretenir la culture de ces orga- 
nismes pendant des semaines. J’ai quelques-unes de ces cultures 
qui durent déja depuis six semaines, et quoiqu’on n’y remarque 
plus d’accroissement, les colonies ainsi que la gelée sont encore 
en bon état. 

Cependant J’espérance que ce milieu ne permettrait le 
développement d’aucun organisme étranger a été décue. Ceux 
qui accompagnent les nitrobactéries dans l’eau distillée addi- 
tionnée de sels minéraux poussent également sur la gelée 
silicique, mais ils n’v forment pas de colonies proprement dites, 
leurs végétations étant plus que pauvres. Ils font généralement 
leur apparition avant la nitrobactérie, et s’étendent exclusivement 
sur Ja surface en formes de taches blanchatres, si transparentes, 
que sans les chercher on ne Jes apercevrait pas. Ayant alteint 
bientOt une certaine grandeur, ces taches ne changent plus 
pendant des semaines entiéres. Cette circonstance rend les opé- 
rations d’isolement plus délicates, mais ne les empéche pas. 
Elles seront décrites en détail dans un prochain mémoire. 

A tout prendre. je considére ce procédé de culture comme 
une ressource importante dans l’étude des organismes de la 
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nitrification. Il n’y aplus désormais de difficulté a les découyrir 
et a Jes caractériser parmi les innombrables especes micro— 
biennes du sol. Les longues séries de cultures successives, des- 
tinées 4 les purifier, ne sont plus nécessaires. Kn introduisant 
directement un peu de terre dans la gelée silicique, on pourra 
tout de suite trouver le microbe actif. I] est préférable, cepen- 
dant, de provoquer préalablement la nitrification dans une solu- 
tion aqueuse par une trace de terre, pour, de la, faire le premier 
ensemencement sur le milieu solide. Dans ce cas toutes les colo- 
nies, qui y apparaissent, sont absolument uniformes, il n’y ania 
choisir, niadouter. Veut-on avoir lout de suite la preuve qu elles 
nitrifient, il n’y a qu’a prélever sur Ja plaque un petit morceau 
de gelée, gros comme un grain d’orge, et le jeter dans un peu 
d’acide sulfurique additionné de diphénylamine; la tache qui 
s'y forme au moment méme du contact, est d'un bleu égalant 
par son intensité une solution saturée de bleu d’aniline. 

Ce genre de culture m'a rendu de trés bons services pour 
’étude morphologique des organismes en question. I] m’a per- 
mis d’approfondir ce sujet, de suivre sans lacune le développe- 
ment de quelques-uns d’entre eux, et de rendre leur caractéris- 
tique morphologique aussi compléte gu’on peut le désirer. Ces 
observations feront l’objet d’un mémoire en préparation, 
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QUWEXERCENT CERTAINS CORPS 


SUR LES TUBES SPORANGIFERES DE « PHYCOMYCES NITENS » 
Par M. F. ELFVING 


On sait que les tubes sporangiferes de la mucorinée Phyco- 
myces nitens se prétent singuliérement aux recherches sur lirri- 
tabilité du protoplasma végétal. Sous l’influence de la lumiére 
et de la pesanteur, ils affectent des directions déterminées, qu’ils 
cherchent a reprendre, si l’on les en a écartés, par des courbures 
assez promples, dues a une croissance inéquilatérale de l’organe. 
Grace a la sensibilité extréme de ses tubes, je suis parvenu a 
découvrir une action physiologique de quelques corps a distance. 

Si on dispose au-dessus d’une culture vigoureuse de Phy- 
comyces, telle qu’on lobtient en semant quelques spores sur du 
pain humecté, une plaque de fer en position verticale (fig. 1), et 
qu’on place le tout dans l’obscurilé & une température de 15-20°, 
on trouvera au bout de quelques heures que les tubes jeunes, au 
lieu de pousser verlicalement, comme ils le font ailleurs, se sont 
courbés de tous cétés vers le fer. Cette altraction du métal se 
manifeste a une distance de quelques centimetres. Arrivés au 
contact avec la plaque, les tubes se courbent irréguligrement, 
comme apres avoir heurté contre un solide queleconque. 

Kealement actifs sont le fer de fonte, le fer battu et l’acier. 

Lanature dela surface du métal est sans importance; aumoins 
l’altraction est manifeste avec du fer poli, limé, ou un peu rouillé. 

. Parmi les autres métaux, je n’ai trouvé que le zine et l’ala- 
minium qui montrent le méme effet, quoiqu’da un degré infini- 
ment pilus faible, souvent incertain. Inacufs sont platine, argent, 
or, cuivre (fig. 2), plomb, cadmium, étain, antimoine, bismuth, 
cobalt, nickel; inactif est aussi ie laiton. 

Le magnéltisme ne joue aucun role dans ce phénoméne, car un 
baton de nickel, assez fortement magnétique, était sans action, 
tandis qu'un baton de fer de méme dimension, qui n’était pas 
sensiblement magnétique, provoguait des courbures tres nettes. 

Il ne peul non plus s’agir ici d’un effet des rayons lumineux 
ou calorifiques, le phénomene s’accomplissant avec des pieces 
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de fer restées un an a l’obscurité et a la température ordinaire. 
On ne peut pas invoquer lélectricité comme cause de ces 
courbures, le fer occupant une place peu caractéristique dans la 


série électrique ; dureste, une plaque de fer en communication 
avec la terre reste active. ; 


Fig. 4. — Plaque de fer. 


Hl s’agit ici évidemment d’une action spéciale du fer (zinc, 
aluminium). Je dois ajouter que je n’ai pas retrouvé cette pro- 
priété du fer dans ses combinaisons telles que la magnétite, 
hématite et le ferrocyanure de potassium. 


iy aun certaia nombre de corps, outre le fer, qui provoquent 
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chez les tubes de Phycomyces des courbures analogues. Tels 
sont la cire & cacheter, la colophane, le papier lisse, la cire, la 
soie, le coton, l’us, la laine, le linge, le caoutchouc, le bois, le 
soufre, etc. Comme corps inactif ou doué, dans quelques échan- 
tillons, d’une action trés faible, il faut citer le verre. 


Fig. 2. — Plaque de cuivre. 


Quand on emploie des corps qui attirent! de,’ humidité, il 
faut qu’ils soient bien secs pour que le phénoméne se manifeste 
bien nettement, les tubes de Phycomyces fuyant, comme on le 
sait, les surfaces humides. Humecte-t-on, par exemple, légére- 
mentl]’un des cétés d’un carton, on trouvera celui-ci sans action 
tandis que l'autre est encore actif; il suffit de dessécher comple- 
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tement le carton pour faire reparaitre son activité. De méme, en 
employant du papier 4 écrire, on n’obtient pas d’action en opé- 
rant dans une atmosphere trés humide. 

Avec la cire 4 cacheter, qui n’est pas hygroscopique, l’expé- 
rience réussit aussi dans une atmosphére saturée d’humidité. 
Cependant, par un séjour prolongé (15 jours), dans un tel milieu, 
le corps perd la propriété en question. Il suffit, pour la faire 
reparaitre, de je frotter fortement. On pourrait supposer que le 
phénoméne est di a une faible tension électrique, faisant naitre 
dans l’intérieur des cellules des changements d’ou résulte la 
flexion. Mais comme l’électroscope a feuille d’or n’a trés sou- 
vent pas assigné d’électricité chez des corps nettement actifs; 
comme la cire & cacheter est restée active apres 4 jours passés 
dans une atmosphere tres humide; comme enfin je n’ai jamais 
réussi a rendre actifs des corps inactifs, comme le verre et le 
laiton, en les électrisant de maniéres différentes, il faut, jusqu’a 
preuve contraire, admettre gu’il s’agit ici d’une propriété spé- 
ciale de structure interne des corps mentionnés. 

Parmi les corps actifs, il faut encore citer des étres 
vivants, tels que les racines vigoureuses des pois, des haricots, 
des lupins, des ricins en germination, ainsi que l’hypocotyle des 
haricots; la région en croissance de ces organes attire faible- 
ment les lubes de Phycomyces. 

Enfin, ces tubes exercent eux-mémes sur leurs voisins une 
influence de méme nature, quoique dans un sens opposé; ily a 
entre eux une répulsion faible. Pour la rendre manifeste, il faut 
éliminer Vinfluence directrice de la pesanteur et de la. lumiére, 
en faisant tourner lentement, autour d’un axe horizontal et 4 
obscurité, une culture de Phycomyces. Les tubes qui occupent 
les bords de la culture se courbent bientot en dehors, souvent 
sous un angle presque droit, tandis que ceux du centre, entou- 
rés de tous cdtés, continuent & pousser en ligne droite. 

On serait tenté de croire que ceux-la fuient les produits de 
respiration de leurs voisins et cherchent de l’air, mais le phé- 
noméne s’observe aussi quand on fait passer au travers d’une 
cullure, disposée comme on vient de dire, un courant d’air assez 
fort pour enlever ces produits; du reste, Phycomyces n’éprouve 
pas la moindre influence, quant a sa direction, deVacide carbo- 
pigue s écoulant par untube étroit placé au-dessus d’une culture. 


RECHERCHES SUR LES NODOSITES RADICALES 


DES LEGUMINEUSES! 
Par M. Em. LAURENT. 


Travail fait au laboratoire de chimie biologique de la Sorbonne 
a l'Institut Pasteur. 


Bien peu de questions de physiologie végétale ont été l’objet 
d’autant de controverses que celle de l’origine de l'azote des 
Légumineuses. Depuis deux mille ans, ces plantes sont consi- 
dérées, a bon droit, par les agriculteurs, comme améliorantes, 
c’est-a-dire, qu’elles semblent rendreie sol plus fertile lorsqu’elles 
Pont occupé pendant un certain temps. Cette propriété, qui 
implique V’assimilation par ces plantes de !’azote libre de l’atmo- 
sphere, a paru longtemps paradoxale aux chimistes et aux 
physiologistes. Elle n’a commencé a entrer dans la science que 
lorsque M. Hellriegel fit voir que la végétation des Légumineuses, 
dans les sols privés d’azote, ne peut réussir complétement que si leurs 
racines sont pourvues de petits tubercules particuliers. 

Mais que sont ces lubercules, et a quelle cause sont-ils dus? 
On les connait depuis longtemps, et les botanistes du xyu’ siecle 
les mentionnent; on Jes a pris tantét pour des productions 
physiologiques, tanlot comme le résultat de Vintervention des 
microbes ®. Quelques détails sur Jeur- structure ne seront pas 
inutiles pour bien comprendre leur genése et leur étiologie. 


4. Les points principaux exposés dans ce.travail ont été présentés dans une 
note préliminaire 4 VAcadémie des Sciences de Paris, a la séance du 
17 novembre 1890. 

2. Sous le nom de microbes, je comprends l’ensemble des organismes infé- 
rieurs. 
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LES NODOSITES. 


Les nodosités radicales ont été observées sur la plupart des 
Légumineuses, et sont si régulitrement présenles en particulier 
chezles Papilionacées, que certains botanistes les ont considérées 
comme un caractére de famille. Tres communes dans les genres 
Tréfle, Pois, Feve, Lupin, elles sont beaucoup plus rares chez 
les Genéts, les Astragales, et surtout la Pistache de terre (Arachis 
hypogea). Elles ne sont du reste pas toujours également 
abondantes dans la méme espéce: certains sols, en général les 
moins fertiles, sont plus favorables que d’autres a l’apparition 
des tubercules. 

Des formations analogues, souvent plus volumineuses, se 
rencontrent sur les racines des Aulnes et des Eleagnus. En 
dehors de ces deux genres, on ne connait de nodosités radicales, 
comparables a celles des Légumineuses, sur aucun autre végétal 
a l’état normal. 

La forme de ces tubercules peut différer beaucoup dans des 
especes voisines, mais elle est assez constante dans la méme 
espece. Tantét les tubercules sont simples et sphériques (Haricot), 
ovoides on elliptiques (Tréfle, Gesse), tantdt ils présentent des 
ramifications plus ou moins nombreuses nées & Ja suite de dicho- 
tomies successives (Vesce, Luzerne). Les Lupins, surtout le 
Lupin jaune, ne sont pas pourvus de nodosités abondantes ; 
souvent, au voisinage du collet, il se forme une masse volumi- 
neuse, d’abord latérale, mais qui, plus tard, enveloppe toute la 
périphérie. 

A premitre yue, les tubercules radicaux ne semblent pas 
obéir aux régles qui président & apparition des racines nou- 
velles sur les axes radicaux. I] n’en estrien cependant et, comme 
Pont démontré MM. Van Tieghem et Doulliot +, la position 
occupée par les nodosités se trouve en relation constante avec 
le systéme libéro-ligneux ou fibrovasculaire de la racine. 

Une couche cellulaire spéciale, le péricycle ou péricambium 


1, Bull de la Suc. bot de France, t. XXXV, p. 105, 4888. 
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donne naissance aux tubercules de méme qu’aux radicelles des 
Légumineuses. Elle se trouve a la périphérie du cylindre central, 
et confine donc a l’assise cellulaire la plus interne du systeme 
cortical. Cetle assise, appelée endoderme, et parfois aussi les 
assises corticales les plus internes, agrandissent et cloisonnent 
Jeurs cellules autour des endroits ou des formations latérales. 
vont se produire ; elles constituent la poche digestive, chargée de 
digérer le reste de l’écorce. 

A l'état adulte, un tubercule présente toujours deux catégo- 
ries de cellules netlement distinctes. Les unes occupent la 
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Fig. 4. Gross. 30. 


p, Poils radicaux; v, vaisseaux; p b, parenchyme a hactéroides; m, meristéme; p, péricycle ; 


end, endoderme, 


portion centrale; elles sont relativement trés grandes, et, de 
prime abord, semblent remplies d'un contenu dense et fortement 
granuleux. Autour d’elles des couches cellulaires plus oumoins 
nombreuses constituent l’écorce; leurs cellules sont plus petites 
et hyalines. Au milieu de celles-ci, existent des cordons libéro- 
ligneux en relation avec un ou plusieurs faisceaux corres- 
pondants de la racine. Dans la grande majorité des cas, on 
découvre sur uve coupe transversale un nombre variable de 
faisceaux libéro-ligneux disposés en cercle autour des grandes 
cellules centrales. Des coupes longitudinales permettent de 
constater que ces faisceaux partent de l’axe radical, ordinaire- 
menten un trone unique qui se bifurque plusieurs fois, et dont 
les branches divergent vers la périphérie. Chaque cordon com- 
prend, au moins sur une portion de son parcours, une région 
ligneuse et une région libérienne. 
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Lorsque la nodosité est tres jeune, elle porte encore des poils 
radicaux; mais ils disparaissent par la suite. En méme temps, 
elle prend une teinte brune, et ses cellules les plus externes se 
subérisent, au moins dans Ja portion parvenue a l'état adulte. 
Parfois aussi les tubercules deviennent rougeatres; c’est Je tissu 
central qui prend cette coloration. 

Les cellules les plus extérieures de l’écorce sont souvent 
l'objet d’exfoliations partielles; leur surface prend alors un 
aspect assez irrégulier qui rappelle celui de certaines pilorhizes. 

Reprenons l’examen du tissu a grandes cellules qui occupe 
la région centrale des nodosités. fl se distingue trés nettement 
des cellules hyalines environnantes; ca et la des éléments ont 
conservé leur aspect ordinaire, ce qui annonce déja que la trans- 
formation n’est pas due a une cause générale, maisest provoquée 
par un agent particulier localisé a certains endroils. 

Un grossissement suffisant met en évidence, tout au moins 
dans les cellules situées vers la base de la nodosité, des 
éléments bactériformes extrémement abondants. Parfois ils 
paraissent mobiles; mais ce n’est pas autre chose que l’effet du 
mouvement brownien, car les mouvements persistent dans les 
solutions iodées et d’autres liquides toxiques. 

Des fragments de tubercule écrasés sur une lame,et examinés 
au microscope, permettent d’observer les aspects tres variés des 
petits corps bactériforines, que je désignerai sous le nom de 
bactéroides & Vexemple de M. Brunchorst. Ils ont environ 4 v de 
diamétre transversal, mais il y ‘en a de plus gros et de plus 
minces. Les uns rappellent a s’y méprendre l’aspect des bacilles 
les plus communs, avec cette dilférence que leurs contours sont 
moins réguliers (Haricot, CGytise, Lupin). D’autres sont rami- 
fiés et simulent soit la lettre Y ou bien la lettre T (Pots, Vesce); 
ily en a parmi ceux-ci qui ont des formes plus irréguliéres 
encore par suite de ramifications dichotomiques. 

Ainsi que l’ont fait remarquer M. Frank et M. Beyerinck, la 
forme des bactéroides est assez constante chez une méme 
espece, ou, tout au moins, il existe pour chacune une forme 
dominante. Celte regle n’est cependant pas absolue, et je 
signalerai plus loin une cause assez intéressante de variations. 

Sous l’intluence des réactifs, les bactéroides se comportent 
comme les bactéries hanales : ils se colorent en jaune par Viode, 
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absorbent avec la plus grande facilité les couleurs d’aniline, 
paruiculitrement la fuchsine et le violet de méthyle, ainsi que 
lhématoxyline. Au chapitre IIT, j’aurai l’occasion de discuter la 
nature des bactéroides. 

Ce sont ces corpuscules qui attirent le plus l’attention de 
ceux qui observent pour la premiére fois des nodosités au micro- 
scope. lly a cependant d’autres élémentsnon moins intéressants 
dans le tissua bactéroides. Les cellules qui constituent ce tissu ne 
sont pas semblables dans une nodosilé en yoie de croissance. 
Nous venons de voir que les plus anciennes sont bourrées de 
bactéroides; a cdté de celles-la, il y en a qui sont crensées de 
plusieurs vacuoles ou d’une grande vacuole centrale entourée 
d’une couche protoplasmique relativement épaisse ; ony distingue 
un noyau volumineux avec nucléole apparent; enfin les cellules 
les plus jeunes, voisines du tissu générateur ou méristéme, se 
trouvent vers le sommet du tubercule. Ce méristéme reste 
acuif pendant un temps assez long, de sorte que sur une coupe 
longitudinale de nodosité, perpendiculaire a Ja racine mére, on 
distingue le plus souvent des cellules a bactéroides aux diffé- 
rents élats de développement. 

Une telle coupe, traitée par une solution iodée, présente la 
coloration bleue caractéristique de l’amidon, tout au moins dans 
une partie du tissu central. Au microscope, on reconnait la 
présence de grains d’amidon dans la plupart des cellules a 
bactéroides, et aussi dans celles qui, arrivées a leur taille adulte, 
n’en contiennent pas encore. Généralement, une assise ou deux 
des cellules internes de l’écorce renferment également de 
Yamidon. Cet amidon n’est que transitoire, et un réle important 
Jui est réservé dans la physiologie du tubercule. 

Dans les cellules les plus jeunes du parenchyme a bactéroides 
trailé par liode, un examen microscopique trés attentif permet 
d’observer des filaments protoplasmiques non cloisonnés, assez 
irréguliers, quitraversent les membranes cellulaires et se renflent 
ca et 14 en masses ovoides ou sphériques, sessiles ou pédicellées, 
isolées ou réunies par deux ou trois sur un méme support. 
Découverts d’abord par M. Prillieux' et par M. Frank’, ces fila- 


4. Bull. de la Societe botan. de France, t. XXVI, p, 98, 1879. 


2. Botan. Zeitung, 1879, p. 377. 
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ments ont été objet d’observations trés soignées de la part de 
M. Vuillemin‘ et surtout de M. Marshall Ward*, qui les vit 
pénétrer dans les racines par les poils radicaux. Il est difficile de 
comprendre l’opinion de M. Beyerinck®, qui, s’attachant surtout 
a étude biologique des bactéroides, fut porté a considérer les 
filaments muqueux comme les restes des tonnelets nucléaires. 
M. Tschirch* avait, quelque temps auparavant, adopté une 
opinion analogue. 

M. Kny® et M. Prillieux considéraient ces productions 
comime semblables a celles que donnent certains myxomycétes, 
-entre autres le Plasmodiophora Brussice, qui cause la hernie des 
racines de plusieurs cruciféres. 

M. Prazmowski® voit dans les filaments intracellulaires des 
formations protoplasmiques appartenant au microbe des tuber- 
cules, et dans lesquelles des bactéries spécifiques naissent et se 
multiplient avant de se transformer en bactéroides. Les cordons 
protoplasmiques seraient donc des sortes de zooglées. 

Récemment, M. Frank’ a émis une opinion entitrement 
différente : la légumineuse produirait les filaments, dans le 
protoplasme desquels les bactéroides prendraient naissance sous 
Vinfluence de Micrococcus particuliers. 

Des 1874, M. Eriksson® avait identifié les filaments dont il 
vient d’étre question a un véritable mycélium pouryu d'une 
membrane cellulosique propre. L’existence d’une telle mem- 
brane a été de nouveau affirmée par M. Vuillemin’, M. Pichi '® et 
plus récemment, par M. A. Koch''. Ces savants ont pu la décou- 
vrir apres avoir traité des coupes par hypochlorite de soude ou 
eau de Javel, et ensuite par le chlorure de zinc iodé. 


4. Annales de la Science agronomique, 5° année, t. IL, p. 124, 1888. 

2, Philosoph. Transactions of the Roy. Society of London, B, vol. 178, p. 539, 1887 
et Proceedings of the Roy. Society, vol. XLVI, p. 431, 1889. 

8. Botan. Zeitung, 1888, n° 46 a 50. 

4. Berichte d. deutsch. botan. Gesellsch., t. V, 1887. 

5. Botan. Zeitschrift, 1879, p. 57. 

6. Botan. Centralbl., XXXVI, 1888, et Die Wurzelknéllchen der Erbse, Landwirtsch. 
Versuchs-Stationen, XXXVII, p. 164, 1890. 

7. Berichte de deutsch. botan. Gesellsch., t. VII, p. 382, 14889, et Ueber die Pilzsym- 
biose der Leguminosen, Landwirthsch. Jahrbiichern, 1890. 

8. Studier éfver Leguminernas rotknélar, Lund, 41874, 

9. Loc. cit., p. 189. 

10. Atti d. Societa Toscana d. scienze natur., 1888. 

41. Botan. Zeitung, 1890, p. 607. 
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Cependant, la présence d’une enveloppe cellulosique ne ter~ 
mine pas toute discussion sur la nature du microbe des 
nodosités. Plus d’un point important relatif a la morphologie de 
cet organisme est resté jusqu’ici des plus controversés. 

Dans Vétude des nodosités et des étres vivants qui les 
habitent, il importe de renoncer aux moyens employés d’ha- 
bitude pour les travaux histologiques. Ainsi l’immersion dans 
Valcool donne de mauvais résultats; les filaments deviennent 
alors tres difficiles a distinguer au milieu du contenu cellulaire 
coagulé. Mieux vaut ne les étudier que sur des coupes fraiche- 
ment préparées. L’iode suffit pour les rendre plus apparents ; 
ce réactif les colore en jaune. Les couleurs d’aniline ordinaire- 
ment employées ne conviennent guére, parce qu’elles n’ont 
d’action que sur le protoplasme mort. Il en est tout autrement du 
_violet dahlia, cet excellent réactif que M. Certes a fait connaitre 
comme capable de colorer les protoplasmes vivants. 

Des coupes tres minces de nodosités de Pois, de Féve, de 
Gesse cultivée, etc., etc., plongées pendant quelques minutes 
dans une solution aqueuse de violet dahlia, m’ont donné d’excel- 
lents résultats. Dans toutes les cellules du parenchyme & bacté- 
roides, l’existence des filaments mugueux est alors des plus 
neltes. Ils traversent les cellules, et présentent le plus souvent 
un épaississement local au niveau des cloisons cellulosiques 
quils traversent. Pour M. Frank, cette particularité, de méme 
que la forme amincie et pointue de certains rameaux, s'expli- 
quait (4879) par l’étirement des filaments dans les cellules en - 
voie de croissance. Certes, il y a une part de vérité dans celte 
interprétation ; mais il est aussi vrai que les filaments protoplas- 
miques s’appliquent fréguemment contre les parois des cellules 
qu’ils traversent (voir pl. II, fig. 7 et 11). Grace a la coloration 
par Je violet, on les voit parfois se diviser en ramuscules tres 
délicats qui se perdent dans le protoplasme environnant. 

Un fait beaucoup plus important m’a été révélé par l'emploi 
du violet dahlia. Les productions arrondies que présentent les 
filaments ont élé considérées dés 1879 comme des sucoirs par 
M. Frank. Pour M. Prazmowski, ce sont des sorles de sporanges 
ou s’accumulent les bactéries avant de se répandre dans les 


cellules extérieures. 
Ni lune nil’autre de ces opinions ne sont exactes. En effet, 
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le violet dahlia employé en solutions aqueuses diluées donne, 
apres quelques minutes, la plupart des masses globuleuses, un 
aspect mamelonné, parfois hérissé, que |’on ne pourrait que trés 
difficilement soupconner en l’absence de coloration. Chacune 
présente un certain nombre de ramifications tres courtes dont 
les stérigmates des Aspergillus nous donnent une idée assez 
exacle. 

Cette observation, faite en premier lieu sur la Gesse cultivée 
et sur le Pois, fut vérifiée sur une assez grande quantité de 
Papilionacées. Toutes les especes ne conviennent pas d’une 
maniere égale; ainsi chez la Feve, les petites aspérités en question’ 
sont peu apparentes, et l’organe qui les porte a pluldt l’aspect 
d’une mire. 

L’observation de ces rameaux hérissés de pointes tres courtes 
et trés délicates me fit tout de suite supposer que c’était sans 
doute la l’origine des bactéroides. Le pressentiment était des 
plus fondés. D’innombrables coupes furent faites avec soin dans 
des nodosités d’age variable de Gesse cultivée et de Pois. Je 
finis par découvrir un certain nombre de renflements muqueux 
auxquels des bactéroides typiques étaient encore attachés. J'ai 
représenté, planche II, plusieurs de mes observations. 

Ce n’est pas tout. L’existence de ces slérigmates a bacté- 
roides me fit observer avec plus d’attention certaines aspérités 
que j’avais remarquées le long des filaments muqueux; elles 
sont souvent groupées en petit nombre vers l’extrémité amincie 
de certains de ces filaments. Bient6t, j’acquis encore la con- 
viction que ces petites pointes latérales se continuent parfois en 
filaments trés minces qui se perdent dans le protoplasme cellu- 
Jaire ; je les ai vues aussi en continuité évidente avec des bacté- 
roides; d’autres se terminent brusquement a peu de distance de 
leur insertion, ce qui permet de supposer que leurs productions 
spéciales ne s’étaient pas encore formées ou venaient de s’en 
détacher. 

Voici encore un détail qui confirme la production des 
bactéroides par les filaments protoplasmiques : dans l’examen 
des préparations, il m’est arrivé de rencontrer des cellules 
laissées intactes par le rasoir et dans lesquelles un petit nombre 
de bactéroides environnaient les renflements muqueux. 

Ce n’est pas une opinion nouvelle que de considérer les 
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bactéroides comme des productions bourgeonnantes des fila- 
ments observés dans les nodosités. L’idée fut d’abord émise 
par M. Kny (loc. cit.), puis par M. Frank (loc. cit.), qui l’'aban- 
donna depuis pour une opinion toute différente. M. Marshall 
Ward I’a reprise sans l’affirmer d’une maniére catégorique : les 
bactéroides semblent, dit-il, naitre des hyphes par bourgeonne- 
ment (loc. cit. p. 547). 

Les observations du botaniste anglais devaient rencontrer 
peu de crédit. On révoquait méme en doute l’autonomie biolo- 
gique de ces corpuscules. 

Comme je l’ai exposé plus haut, il est tres facile, 4 Vaide du 
violet dahlia, d’observer les filaments du microbe des nodosités. 
Le moment est venu de faire une remarque qui n’est pas 
sans intérét. Dans les nodosités des Lupins et du Haricot 
commun, l’existence des hyphes a été niée par maints observa- 
teurs. Ils étaient de bonne foi, mais la prudence ne permettait 
pas de conclure avec autant de précipitation. M. Brunchorst! a 
également contesté la présence des hyphes chez le Haricot 
d’Espagne, Ja Podalyre, le Desmodium canadense et deux autres 
espeéces peu connues. 

M. Prazmowski’ a signalé la présence de ces filaments dans 
les nodosités du Lupinus perennis et du Phaseolus vulgaris. J’ai fait 
la méme constatation pour le Lupinus luteus et le Phaseolus 
multiflorus sur des coupes colorées par le violet dahlia (voyez pl. I, 
fig. 2,3 et 4). Chez ces espéces, les filaments disparaissent de 
bonne heure, et ne laissent d’autre trace que de rares amas 
protoplasmiques de forme trés irréguliére. Cette destruction 
plus ou moins compleie des hyphes est assez générale, et se fait 
quelque temps apres la production des bactéroides. Dans l’inter- 
valle, les noyaux des cellules 4 bactéroides se désorganisent, 
comme le prouve la diminution du pouvoir chromatique dans 
les tissus adultes. 

Je reviendrai de nouveau sur le cas des Lupins dans le 
chapilre suivant, et je démontrerai par une voie différente la 
parenté qui existe entre les organismes des tubercules des Lupins 
et ceux des autres légumineuses. 


4. Berichte d. deutsch., bolan. Gesellsch., t. If, 1885. 
2. Botan. Centralblatt, XXXVI, p. 252. 
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I 
DEVELOPPEMENT DE NODOSITES A LA SUITE D INOCULATIONS. 


Ce fut'M. Prillieux qui remarqua le premier que le dévelop- 
pement des nodosités sur les racines de Légumineuses peut étre 
provoqué par l'introduction, dans le milieu de culture, de 
racines pourvues de semblables organes. La méme observation 
fut faite presque simultanément par M. Frank. 

Déja a celte époque, on pouvait pressentir la nature vivante 
de la cause qui produit les tubercules. MM. Hellriegel et 
Wilfarth ‘ ont confirmé cette opinion par leurs nombreux essais 
de culture dans le sable, avec ou sans ensemencement de germes 
du microbe provenant soit des tubercules, soit d’une terre 
qui avait porté des légumineuses. 

D’autres essais d’inoculations ont ensuite été entrepris par 
M. Marshall Ward, M. Prazmowski; M. Beyerinck, M. Bréal ?, 
et par moi-méme *. 

Pour ma part, j'ai fait, cette année, plusieurs centaines 
dessais de culture avec la variété de Pois uain de Grace ou 
Gonthier, dont la tige ne dépasse guére 30 centimétres de hau- 
teur. Mes essais mont permis de faire quelques remarques que 
je crois utile de signaler. 

En premier lieu, je me suis appliqué & démontrer rigoureu- 
sement que l’intervention d’un germe est nécessaire au dévelop- 
pement des nodosilés. C’est la une vérité que différents auteurs 
ont cru établir, sans toutefois apporter des preuves tout a fait 
concluantes, parce qu'ils n’opéraient pas dans des conditions de 
stérililé absolue. 

Or, en pareille matiére, on ale droit de penser que toutes les 
probabililés, si grandes qu’elles soient, n’équivalent pas a une 
certitude, et qu'il est besoin de preuves décisives. C’est dans 
intention de les donner que j’ai fait croitre des pois nains dans 
des conditions completes de stérilité *. 

1. Untersuchungen uber die Stickstoffrahrung der Gramineen und Fensensen 
Berlin, 1888, 

2. Annales agronomiques, t. XIV, p. 481, 1888, et t. XV, p. 529, 1889. 
3. Bulletin de P Academie royale de Belgique, 3° série, t. viv, D. 764, 1890. 
4. Dans le numéro du 26 décembre dernier dela Botan. Zeitung, 


a décrit un procédé ditlérent de celui que jai adopté, pour cultiv 
Vabri des microbes. 


M. Beyerinck 
er des plantes a 
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Les graines avaient été d’abord stérilisées par l'immersion, pendant 
quinze minutes, dans une solution a 4°/9, de sublimé, contenue dans de 
larges tubes a essais; c’est dans ces tubes bien lavés a l'eau stérilisée 
que se fit la germination. 

Le mélange nutritif que j'ai employé était composé de : 


Kau distillée 1000 ec. 
Sulfate de magnésium 0,5 gr. 
— de potassium 0,5 
— de calcium 0.5 
de fer 0,04 
Phosphate tricalcique 0,5 
Chlorure de sodium 0,5 


Le mélange était renfermé dans des éprouvettes de 200 ou de 350 centi- 
metres cubes, fermées par un bouchon plat coupé en deux moiliés. Entre 
celles-ci, dans une petite ouverture centrale, était fixée avec un peu 
d’ouate la partie inférieure de la tige. 

Les bocaux des cultures stérilisées étaient fermés d’une facon hermétique 
avec des bouchons choisis avec le plus grand soin. Ils furent, aprés remplis- 
sage. chauffés a l’autoclave; lorsquwils furent refroidis, j’introduisis avec 
précaution la radicule des plantules germées en tubes stériles entre les 
deux moitiés du bouchon; enfin, du coton stérile entourait la radicule de 
maniére a empécher le passage des germes. 

La graine se trouvait ainsi placée au-dessus du bouchon; afin d’éviter la 
dessiccation, le bocal fut placé pendant dix jours dans une atmosphére 
saturée de vapeur d'eau. 

Six pois ainsi cultivés se sont développés d’une maniére normale; 
les racines étaient plus longues, méme plus ramifiées que celles des pois 
inoculés et pourvus de nodosités. Quant aux tiges, elles avaient une 
douzaine de feuilles, qui sont devenues jaundtres apres l’épuisement des 
eraines. Chaque tige a donné de deux a quatre fleurs, dont une seule 
a noué el a donné une graine plus petite que celle qui avail été semée. 
L’analyse de deux de ces plantes n’a indiqué qu’un enrichissement minime 
en azote. 


Azote des deux graines 19 mer. 
— des plantes recoltées 20,5 mer. 


A la fin de la culture, j’ai vérifié la stérilité des mélanges nutritifs par 
des ensemencements sur milieux geélatinisés appropriés; cing se sont 
montrés‘stériles: le sixitme contenait du Mucor racemosus. 

Si l’on compare les racines d’un pois privées de nodosités avec celles 
d'un autre qui a été inoculé avec succes, on est toujours frappé de la rami- 
fication plus abondante des premieres. La plante multiplie ses organes 
d’absorption comme si elle était prévenue de Vinsuffisance de son alimenta- 
tion. Telle est également la ramification de maintes especes culliyees dans 


leau distillée et dans les sols stériles. 


Nous sommes donc certains qu'un organisme particulier est 
indispensable a la production des nodosités. On a cru et dit que 
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c’est l’une des bactéries banales qui vivent et pnllulent dans le sol. 
Il n’en est rien, comme je m’en suis assuré par inoculation, a 
des pois maintenus jusque-la stériles, de plusieurs races de ces 
microbes, provenant du sol et de ar et qui avaient été isolées 
avec le plus grand soin. Jamais la moindre nodosité ne s "est 
développée sur les racines soumises a ce traitement. C’est done 
a tort que lon a identifié les microbes des nodosités avec des 
bactéries ubiquistes. 

Je viens d’attirer attention sur l’allongement et la ramifica- 
tion plus touffue des racines des pois qui ne sont pas infectés. 
Une différence non moins curieuse s’observe sur les pieds 
cultivés dans le mélange nutritif additionné de nitrate de sodium 
ou de sulfate d’ammoniaque a 1°/oo. Les pois souffrent dans ce 
dernier mélange, mais ils sont trés prosperes en présence de 
nitrate de sodium; leurs tiges sont vigoureuses et robustes; leurs 
feuilles larges el d’un vert foncé; les fleurs nouent parfaite- 
ment. Quant aux racines, elles sont ramifiées en proportion du 
développement foliaire, mais ne présentent qu’un tres petit 
nombre de tubercules. 

Des observations analogues avaient été faites depuis long- 
temps par M. de Vries! sur le Trefle rouge, et plus récemment 
par M. Schindler 2 et Vines *. Ces auteurs avaient obseryé que 
beaucoup de légumineuses, cullivées dans des sols riches en 
engrais azotés, ne portent presque pas, parfois méme pas du tout 
de nodosités radicales. Dans ce cas, ces planles se condui- 
sent comme si elles avaient conscience de linutilité de leur asso- 
ciation avec le microbe des nodosités. Je reviendrai sur ce point 
au chapitre IV, et dirai comment je le comprends. 

Il n'y a pas que les substances azotées qui fassent sentir leur 
influence sur la production des nodosités; celle-ci dépend encore 
des malivres salines qui existent dans Je milieu ambiant. 

Pour mettre en lumi’re cette action des substances miné- 
rales, j’ai cultivé des pois dans l’eau distillée et dans des solu- 
tions privées de soufre, de phosphore, de potassium, de calcium, 
de magnésium ou de fer ; j’avais soin d’ajouter au liquide quel- 
ques nodosités écrasées pour en faire sortir le suc. 


4. Landwirth. Jahrbiicher, t. VI, 1877. 
2. Botan, Centralblatt, t. XVII, 1886. 
3. Annals of Botany, vol. Il, 1888-89. 
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L’absence d’acide phosphorique, de chaux et de magnésie 
détermine une végétation rabougrie et supprime l’aptitude a pro- 
duire des nodosités. Sans potasse et sans fer, les plantes pous- 
sent mieux,les racines sont ramifiées et assez vigoureuses, mais 
ne portent guére de tubercules. Pour ce qui est du soufre, ni la 
végétation des pois ni le développement des nodosités ne 
paraissent se ressentir de son absence, sans doute parce que la 
graine renferme une quantité suffisante de cet élément. Ll con- 
vient de remarquer a ce propos que les graines de Pois sont par- 
ticulitrement pauvres en chaux et en magnésie, et beaucoup plus 
riches en potasse. . 

Dans Veau distillée, les plantes se comportent beaucoup 
mieux que dans les solutions privées d’acide phosphorique, de 
chaux ou de magnésie; mémé leurs racines sont pourvues de 
quelques nodosités. C’est, du reste, un résultat quiest conforme a 
ce que l’on observe lorsqu’on fait des cultures aqueuses de mais 
ou d’avoine comparativement dans leau distillée et dans des 
mélanges privés de chaux ou de potasse. Les plantes croissent 
mieux dans l'eau pure que dans ces derniers milieux. Il semble 
alors que certaines combinaisons salines, utiles dans le mélange 
nutritif complet, aient la propriété de nuire a l'utilisation des 
réserves de la graine. 

L’influence si marquée des phosphates et des sels de calcium 
et de magnésiuin sur la croissance des pois et leur aptitude a 
donner des nodosités mérite d’attirer attention, et n'est pas sans 
avoir une certaine importance pratique. 


J'ai signalé plus haut la réussile constante des cultures de 
pois inoculées avec le contenu des nodosités. Rien nest plus 
facile que dobtenir, & jour fixe, des pieds pourvus de nodosités 
radicales. Lorsque les essais ne doivent pas étre faits dans des 
conditions depureté absolue, il suffit de faire germer des graines 
de Pois nains, variété de Grace, sur une toile a larges mailles 
tendue au-dessus d’un cristallisoir rempli d’eau et placé sous 
une cloche. Quand les radicules ont 5 & 8 centimetres de lon- 
gueur, on les pique avec une pointe de verre ou méme une 
aiguille ordinaire plongée, au préalable, dans une nodosilé de 
pois ou d’une autre légumineuse. Lorsque le temps est favorable 
ila végétation, les premitres nodosités apparaissent sur les 
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racines environ dix jours apres l’inoculation. Ges tubercules se 
trouvent dipersés sur les racines et non pas limités au voisinage 
des points d’infection. Cela n’arien d’étonnant, carune partie des 
germes apportés par l’opération peuvent se mélanger au liquide 
de culture. Le microbe envahisseur peut aussi se propager de 
proche en proche dans l’intérieur des tissus, comme je | établirai 
plus Join (IV). ! 

Lorsqu’on se contente de déposer la semence dans le liquide 
sans blesser l’écorce des racines, il faut généralement deux a 
quatre jours de plus avant de voirapparaitre les premieres nodo- 
sités. Les microbes trouvent une porte d’entrée toute préparée 
dans les racines blessées, tandis quils doivent pénétrer dans 
celles qui sont intactes. 

Enfin, j’ai remarqué qu’un délai de quelques jours est néces- 
saire lorsqu’on remplace, dans Jes inoculations par piqure, le 
contenu de nodosités par un peu de terre quia porté des légumi- 
neuses. I] semble que le microbe se trouve daus la terre a l’état 
de repos, et quil mette un certain temps avant de pouvoir 
entamer les racines de la plante hospitaliére. 

La semence nécessaire aux inoculations ne doit pas néces- 
sairement étre empruntée al’espece que l’onse propose d’infecter. 
Ainsi, j’ai inoculé avec succés des Pois nains avec des nodosilés 
prises sur les espéces indiquées ci-dessous, Quelle que soit la 
nature de |’espece quiafourni la matitre inoculée, ilse développe 
toujours des nodosités ; le nombre et les dimensions de celles-ci 
varient avec la nature des espbces auxquelles on a emprunté la 
semence. 

Le tableau suivant résume les résultats de mes observations 
faites dans cet ordre d’idées. Je, crois utile de faire remarquer 
que les nodosités servant aux inoculations étaient plongées pen- 
dant dix minutes dans une solution de sublimé a 1 °/loo} parfois, 
elles étaient simplementlavées vivement au moyen d’un jet d’eau 
stérilisée lancée au point ow j’allais percer la nodosité ; il m’est 
aussi arrivé de stériliser cet endroit au moyen d’un objet en 
métal porlé au rouge. 
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NATURE DES ESPECES QUI ONT FOURNI 
LA SUBSTANCE INOCULBE AUX POIs 


Acacia leplophylla. 
— suaveolens. 

Mimosa saligna. 

Dolichos melanophthalmus. 

Haricot commun (Phaseolus vul- 
garis.) 

Pois (Pisum sativum.) 

Gesse cultivée (Lathyrus sativus.) 
— odorante( —  odoratus.) 
— sans feuilles(Lathyrus aphaca.) 

Féve (Faba vulgaris.) 

Lentille (Erowm Lens.) 

Baguenaudier (Coluleaarborescens.) 

Psoralea acaulis. 

Lotus wliginosus. 

— Jacobeus. 

Tetvagonolobus purpureus. 

Securigera corallina. 

Trifolium incarnatum. 

= pratense. 

— repens (tréfle blanc.) 

— elegans. 

= sublterraneum. 
Melilotus albus. 

— officinalis. 

Limacgon (Medicago scutellata.) 

Lupuline( — = lupulina.) 

Luzerne( — sativa.) 

Medicago orbicularis. 

— maculata. 

Genista sibirica. 

— — spachiana. 

Lupinus luteus. 

Cruiskshanksii. 
tricolor. 
elegans. 

albus. 


—= 


REMARQUES FAITES 
SUR LES NODOSITES 


Nombreuses, de moyenne grosseur. 


Rares et petites. 
Assez nombreuses et grosses. 
Quelques-unes, grosses. 
Nombreuses et grosses. 
» de moyenne grosseur. 
» » 
» » 
el grosses. 
» 
Nombreuses et grosses. 
» et assez petites. 
Rares et petites. 
» et grosses. 
» i » 
Nombreuses et assez petites. 
Rares et grosses. 


Ces renseignements montrent que les especes qui convien- 
nent le mieux pour communiguer au Pois l’aptitude 4 produire 
des tubercules sont le Pois, la Feve, les Gesses, les Acacias, les 
Lotiers et certaines espéces de Tréfle. Par contre, les Mélilots, les 
Medicago, les Genéts et surtout les Lupins sont beaucoup moins 
fayorables aux essais d’ inoculations avec le Pois. 

Les divers genres indiqués au tableau sont rangés selon leurs 
affinités botaniques. Apres examen comparalif des résultats, on 
est porté a croire que le microbe des tubercules se propage 
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mieux sur les racines d’une espece de légumineuse, lorsque 
celle-ci n’est pas trop différente de l’espece qui a fourni la 
semence. Il ne convient cependant pas d’exagérer cette remarque, 
car, le développement des nodosités dépend aussi de lage des 
tubercules inoculés aux racines a infecter. 

Influence de Udge des nodosités. — Dansles essais d’inoculations 
rapportés au tableau, la semence était toujours empruntée a des 
tubercules jeunes, en voie de croissance. Souvent méme, ceux- 
ci étaient percés avec une pointe en verre & lendroit ou le 
parenchyme continue a se diviser; le microbe y est encore a 
l'état de vie trés active. Ilen est tout autrement lorsque la subs- 
tance inoculée provient d'un tissu adulte, d’une nodosité qui 
cesse de s’accroitre. Aussi, pour assurer le succes des inocula- 
tions, il importe de Jes pratiquer avec des tubercules récoltés 
sur des plantes dont la végétation n’est pas trop avancée. C’est 
M. Beyerinck qui signala le premier ce fait intéressant. Dés que 
les fleurs commencent & se former, la vitalité dumicrobe diminue 
sensiblement; il met plus de temps & se développer, a produire 
des tubercules, et en donne une quantité moindre. Plus tard, 
beaucoup d’inoculations restent stériles sur les racines du Pois. 
Le microbe trahit une sorte de malaise, et les germes qui res- 
tent dans le tissu des tubercules ne pourront évoluer qu’aprés 
avoir traversé une période de repos dans la terre. 

Ces faits ont été vérifiés de nombreuses fois avec des 
nodosités de Pois et de Féve en boutons, en fleurs ou en fruits. 
Ils pourraient faire supposer que les racines des Légumineuses 
ne conslituent pas l’babitat naturel du microbe des nodosités, 
et qu'il n’y peut vivre indéfiniment. Des observations analogues 
ont été faites pour la vie anaérobie de la Levure par M. Cochin. 
Une telle hypothese ne serait pourtant pas justifiée, car le 
microbe des Léguminenses peut étre propagé sur des pois pen- 
dant plusieurs mois, lorsqu’on a soin d’employer des nodosités 
trés jeunes pour les inoculations successives. 

Formation de races chez le microbe des nodosités. Non seulement 
Ja nature spécifique des plantes gui fournissent les nodosités 
inoculées retentit surle nombre et les dimensions des tubercules 
chez le Pois, mais encore sur l’aspect des bactéroides. Comme 
M. Beyerinck l’a mis en évidence, l’aspect de ces corpuscules 
differe sensiblement chez les diverses especes de Légumineuses ; 
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leur grosseur est assez variable, leur forme tant6t simple, 
tantét plus ou moins ramifiée. Ces caractéres sont assez cons- 
tants chez la méme espece; les exceptions qui se rencontrent 
dans la nature s’expliquent sans difficulté de la maniere suivante. 
Aprés avoir habité une espéce, le microbe s’en ressent dans sa 
descendance, tout au moins pendant une génération. Voici qui 
le prouve. 

Un certain nombre de nodosités, dont il est question au 
tableau de l’avant-derniétre page, furent broyées et examinées 
au microscope. Les bactéroides, quoique développés sur le Pois, 
offraient des differences assez sensibles pour un cil exercé. La 
figure 2 en donne une idée assez exacte. 
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Fig. 2. — Gross. 700. 
a, Bactéroides de pois inoculé avec nodosités de Haricot yulgaire. 
b, Id: avec nodosilés de Limacgon. 
¢, Tat: avec nodosités d’Acacia Leptophylla. 

I] m’a paru exister une certaine analogie entre ces diverses 
formes de bactéroides et celles qui sont propres aux différentes 
especes de Légumineuses. De nouvelles observations m’éclaire- 
ront définitivement sur ce point. 

Quoi qu il en soit, les différences entre les microbes observés 
dans les nodosités ne sont pas assez tranchées pour gu’il soit 
opportun d’y voir plus d’un type spécifique. La race propre aux 
Lupins ne réussit guére a s’implanter sur les racines des Pois. 
Elle se distingue, en outre, comme je l’ai dit plus haut, par la 
durée éphémére des filaments mycéliens et la prédominance des 
bactéroides. Cependant, inoculée sur le Pois, elle y produit des 
nodosités au milieu desquelles abondent des filaments trés 
irréguliers et plus durables que dans les nodosités des Lupins. 
(Voir pl. I. fig. 3.) 

Peut-étre, cette race pourrait-elle s’accoutumer & la longue 
sur le Pois et s’y développer d’une facon plus régulitre. Je 
m’élais proposé d’examiner ce point par une série de cultures 
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successives sur des pois, mais l’hiver est venu les interrompre. 

Dispersion du microbe dans laterre. Toutes les terres ne renfer- 
ment pas les germes du microbe des nodosités. C'est la un 
fait qui tend & prouver que ce n’est pas un organisme sapro- 
phyte et ubiquiste, qui vit passagerement a létat de symbiose 
dans les racines des plantes supérieures. 

Déja M. Hellriegel a démontré, surtout pour le Lupin jaune 
et aussi pour la Serradelle, que les terres qui n'ont pas porté de 
légumineuses ne conviennent pas aux ensemencements faits en 
vue d’infecter les racines de ces végétaux. Pour les Lupins, on 
peut admettre que dans les terrains qui jusque-la en ont été 
privés, le développement des nodosités est tout a fait exception- 
nel. Des centaines de pieds cultivés depuis deux ans dans le 
jardin de |’Institut Pasteur, ou, sans doute, on n’a jamais cul- 
tivé de lupins, ne m’ont présenté qu'une seule nodosité de tres 
petite taille. A cdté, des Féves, des Pois, des Gesses et des Hari- 
cots avaient des racines plus ou moins riches en tubercules. 
Pour peu que lon fasse attention lors de l’arrachage de légumi- 
neuses cultivées cdte a céte, on observe que les unes sont mieux 
pourvues que les autres de la méme espece. Et dans les sols 
pauvres en azote, tel que le sable, la vigueur de la croissance 
coincide constamment avec l’abondance des nodosités sur les 
racines. C’est méme cette remarque qui conduisit M. Hellriegel 
a sa célébre découverte. 

L’absence de tubercules sur les racines des Lupins cultivés 
a cdté de Pois ou de Féves qui sont pourvus de ces organes est 
encore une preuve de l’existence de races physiologiquement 
distincles chez le microbe des nodosités. Tels germes répandus 
dans la terre cultivés envahissent les racines de maintes especes, 
et sont cependant incapables de vivre en symbiose avec les 
Lupins. . 

Dans les terres cultivées, les germes capables de se dévelop- 
per sur les racines des Pois, et vraisemblablement de Ja plupart 
des Légumineuses autres que les Lupins, ne sont pas répandus 
d’une maniére uniforme. J’ai eu l'occasion de m’en assurer par 
des cultures en solutions aqueuses, dans lesquelles j avais intro- 
duit un peu de terre recueillie dans des carrés du jardin bota- 
nique de Bruxelles consacrés depuis soixante ans a la culture 
de plantes autres que les Légumineuses. Dans ces conditions, les 
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pois n’ont donné qu’un tres petit nombre de nodosilés, dont le 
vent avail sans doute apporté les germes a la surface du sol. 

Tout nous fait done supposer que les microbes fixateurs 
d’azote ne vivent pas a l'état autonome dans la terre, et que 
leurs germes n’y sont introduits que par la pourriture des nodo- 
sités. C’est 14 une vérité dont les agriculteurs devront se sou- 
venir toutes les fois qu’ils ensemenceront des légumineuses, 
surtout des Lupins, dans des champs qui, jusque-la, en avaient 
été privés. 


HH] 


NATURE DU MICROBE DES NODOSITES. 


Liidée que les nodosités des légumineuses résultent de l’in- 
tervention d’un microbe fut introduite dans la science par 
M. Woronin * en 1866. Ce botaniste considérait les corpuscules 
bactériformes du parenchyme des tubercules comme de véri- 
tables bactéries. 

En 1874, M. Ericksson observe dans le tissu central de jeunes 
nodosités des filaments mycéliens intracellulaires, et il les voit 
méme traverser l’écorce des jeunes racines. 

Pour M. Kny et M. Prillieux, ces filaments sont de méme 
nature que certains plasmodes de Myxomycétes, comparaison 
que motivait la difficulté d’observer la membrane propre des 
filaments mycéliens. Quant aux bactéroides, ce seraient des for- 
mations de ces prétendus plasmodes. 

Quant & M. Frank, il supposait, dés 1879, que les bacté- 
roides sont des bourgeons produits par les hyphes; il niait tout 
mouvement propre a ces corpuscules et donnait au champignon 
le nom de Schinzia leguminosarum. Plus tard, le méme bota- 
niste arefusé le caractére d’organismes aux bactéroides, et les 
a considérés comme des corps albuminoides formés dans le 
protoplasme des cellules des tubercules. 

Cette opinion est due a M. Brunchorst *, qui considérait 


1. Annales des Sciences natur., Botanique, t. VI, 1866. 
2. Berichte d. deutsch. botan. Gesellsch., t. UI, 1885. 


a on eee nD Bt i ap eet ee 
: © 21 


at 


STAAL tee | ON CCE pe re coker a) eee tana nS awe Gh WU ee Tove Nt Re | SRNR ie 


424 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


aussi les filaments comme de nature mycélienne, mais sans 
aucune relation avec Jes corpuscules bactériformes. 

Hellriegel reprend lidée que les bactéroides sont réellement 
des bactéries, mais il ne se fonde que sur leurs apparences. A la 
suite des recherches du chimiste allemand sur Ja nutrition azo- 
tée des Légumineuses, beaucoup d’observateurs ont admis son 
avis sur la nature du microbe des nodosités. 

Cependant M. Marshall Ward met en évidence les filaments 
mycéliens; il les voit pénétrer par les poils radicaux de la Feve 
dans le parenchyme des racines et en provoquer l’hypertrophie. 
M. Ward considére les bactéroides comme des bourgeons (gem- 
mules) produits par les filaments mycéliens, sans toutefois indi- 
quer ce fait comme démontré par des observations certaines. 

La méme année, M. Tschirch défend opinion de M. Brun- 
chorst, et ’exagére méme au point de nier la nature mycélienne 
des filaments intracellulaires; ils n’étaient, & son avis, autre 
chose que des débris protoplasmiques. 

Bien que favorable a lVidée que les bactéroides ne sont pas 
des étres vivants, M. Vuillemin étudie principalement les fila- 
ments mycéliens, qu'il attribue & une Chytridiacée. 

C’est sans doute sous ’impression des travaux de M. Brun- 
chorst et de M. Tschirch que M. Beyerinck considére les filaments 
du tissu des nodosités comme des cordons muqueux provenant 
de la division des noyaux. Il accorde la plus grande attention 
aux bactéroides, qu’il range parmi les Bactéries sous le nom de 
Bacillus radicicola. Le méme savant en a obtenu les premieres 
cultures pures sur des bouillons de légumineuses gélatinisés et 
additionnés d’asparagine. 

Au § I, j'ai indiqué les opinions de M. Prazmowski et de 
M. Frank sur la nature des filaments et des bactéroides. Ce 
dernier assure ' que le Haricot commun, en sol stérilisé, donne 
des nodosités contenant des hactéroides. Je n’ai pu, pas plus 
que M. Prazmowski’, vérifier cette assertion par des cultures 
de trois variétés de haricots faites dans le sable chauffé a 120° 
et dans la solution nutritive stérilisée par le méme procédé. 
Aucune précaution spéciale n’avait méme été prise contre les 


4. Berichte der deutsch. bot. Gesellsch. VII. p. 336, 1889. 
2. Die landwirtsch. Versuchs-Stationen, XXXVILU, p. 59, 1890. 
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germes que l’air pouvait apporter. Néanmoins, je ne pus décou- 
vrir la plus petite nodosité sur les racines de douze haricols ainsi 
cultivés. ; 

Telles sont les opinions successivement émises depuis le 


‘travail de M. Woronin sur la nature du microbe des tubercules 


des Légumineuses. I] n’est pas sans intérét de faire remarquer 
que dans cette question, comme dans tant d’autres, la vérité a 


6té devinée ou entrevue, a plusicurs reprises, par différents 


observateurs (M. Kny, M. Frank, 1879, et surtout M. Marshall 
Ward); celui-ci toucha presque du doigt la solution du probleme. 

Ainsi que je l’ai établi au chapitre I*", le microbe des nodosités 
est constitué par des filaments qui traversent l’écorce des 
racines et qui, aprés une abondante ramification, produisent 
par bourgeonnement les bactéroides. Dans la suite de ce travail, 
je désignerai cet organisme sous le nom de Rhizobium legumino- 
sarum, donné par M. Frank aux bactéries qui, dapres lui, 
existent dans les tubercules. Inutile de dire que nous dilférons 
completement sur les caracteres morphologiques du Rhizobium. 

Culture du Rhizobium. Les contradictions signalées dans 
Pétude morphologique du microbe des tubercules se retrouvent 
dans les résultats des essais de culture entrepris par plusieurs 
expérimentateurs. Confiants dans l’aspect de cet organisme, 
quelques-uns ont cru avoir réussi a le cultiver avec une facilité 
sujelte 4 caution. Je m’empresse d’affirmer que les essais si 
heureux tentés par’ M. Beyerinck et puis par M. Prazmowski 
sont a l’abri de tout reproche. 

De méme que dans toutes les recherches de microbiologie, 
il est dans l’étude du Rhizobium tout a fait nécessaire de recourir 
aux cultures d'une pureté absolue, afin d’écarter toute confusion 
possible avec les bactéries banales. 

Le meilleur critérium pour s’assurer de la pureté d’une 
culture du Rhizobium est d’en faire des inoculations a de jeunes 
Pois. Au chapitre II, j’ai deja annoncé que les bactéries banales 
ne peuvent déterminer la formation de tubercules sur les racines 
du Pois. Elles ne les empéchent pourtant pas, ainsi que j'ai eu 
loccasion de m’en assurer au début de mes recherches, lors- 
qu’elles sont inoculées a l'état de mélange avec le Rhizobium. 
Mais les cultures pures sont d’un effet plus sir, et voici 
comment j’ai réussi a en obtenir. 
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Sur les racines des pois cultivés dans les solutions nutritives, 
jai coupé quelques fragments pourvus de nodosités pas trop 
avancées, mais contenant déja des bactéroidés. Je les ai plongés 
dans une solution de sublimé a 4 °/o., et, apres dix minutes, 
lavées & trois reprises avec de l’eau  stérilisée a 120°. Les 
fragments de racines avec leurs tubercules ont ensuite été broyés 
avec un agitateur préalablement flambé; quelques gouttes du 
mélange aspirées avec un tube capillaire ont été introduites, 
dans les milieux de culture. 

Ce procédé m’a paru meilleur que celui que j’avais suivi 
d’abord, et qui consistait & percer tes nodosilés stérilisées avec 
un tube capillaire; souvent, des microbes étrangers pénétrent 
dans les cultures pendant les manipulations. Un avantage plus 
important encore, c’est que le broyage permet de mélanger les 
bactéroides d’Ages différents, et dont aptitude au développement 
est fort uegalas 

Quant au milieu de culture, je me servais de prime abort de 
bouillon de pois gélatinisé et additionné d’asparagine, d’apres 
les indications de M. Beyerinck. Mais cette substance amidée 
ne s'est pas montrée bien nécessaire, ni méme avantageuse 
dans des cultures comparatives. : 

Sur bouillon de pois gélatinisé, le développement des colonies 
est assez inégal. On voit cdte a cdte, et A la surface de la géla- 
tine nutritive, des colonies trés petites formées de cellules peu 
nombreuses, tandis que d’autres atleignent un diamétre de prés 
dun millimétre. Cette ditférence tient sans aucun doute a l'état 
physiologique des bactéroides aun moment de l’ensemencement. 
Les plus petites colonies sont arrondies, les plus grandes m’ont 
présenté plusieurs fois des contours sinueux qui rappellent les 
colonies de la forme-levure de Cladosporium, que j'ai figurées 
naguere dans ces Annales (t. Il, p. 584. Voir pl. I, fig. 412). 

Ces formes de développement sont tres rares; je me suis 
assuré qu’elles étaient bien dues au Rhizobium, par le procédé 
des inoculations au Pois, et en y constatant la présence des 
formes ramifiées des bactéroides, 

M. Prazmowski indique une membrane tres mince qui 
enveloppe les jeunes colonies. Au moment de mes recherches, 
mon attention n’a pas été atlirée sur ce point. Ce qui m’a frappé, 
c'est ’extréme yiscosilé des colonies les plus vigoureuses. Elle 
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est due & une substance glaireuse qui environne les éléments 
cellulaires, et qu’un examen superficiel pourrait faire considérer 
comme de nature protoplasmique. Elle absorbe avec énergie le 
violet dahlia, se colore en jaune par l’iode, et ne présente pas la 
réaction de la cellulose avec ce réactif et l’acide sulfurique. 

Dans une note récente *, M. Prillieux a cherché i établir une 
analogie entre le dép6t visqueux dans lequel sont plongés les 
bactéroides cultivés et le plasmode qu’il décrivit autrefois dans 
les tubercules. Cette opinion me parait difficilement acceptable ; 
tout fait supposer que la matiére qui rend le liquide filant est 
Vune de ces nombreuses substances visqueuses si répandues 
dans le monde des microbes. 

Nous la retrouverons, d’ailleurs, dans les cultures liquides 
auxquelles le microbe communique la viscosité. 

Les colonies du Rhizobium sur gélatine sont blanchatres et 
leur surface semble glacée; on peut assez facilement les recon- 
naitre dans un mélange de bactéries banales lorsygu’on a une 
grande habitude de la culture de ces organismes. 

Kn tube de gélatine, ensemencée par piqtre, les bactéroides 
donnent une trace peu marquée qui diminue avec la profondeur. 

Dans les bouillons de pois non gélatinisés, un dépdt 
visqueux se forme au fond des matras de culture, et on y 
retrouve, au microscope, les formes en Y, en T, et méme les 
formes les plus compliquées des bactéroides observées dans les 
nodosités. De méme que sur gélatine, le diamétre de ces corpus- 
cules est un peu plus petit que dans les nodosités, leurs formes 
sont moins souvent ramifiées, et il y a prédominance des états 
de bactérium et de bacille. 

Mes cultures ne m’ont jamais offert que des organismes 
dépouryus de tout mouvement propre. Je n’al pas eu l’occasion 
d’observer les batonnets mobiles d’un trés petit diimétre (0,2 » 
environ) signalés par M. Beyerinck * et M. Prazmowski °. La 
petitesse de ces éléments m’a probablement empéché de les 
distin guer. 

Avant de continuer l’exposé des propriétés physiologiques 


4. Comptes rendus, t. CXI, p. 926. 
2. Loc. cit. p. 758. 
3. “wc. cit. t. XXXVII, p. 202. 
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du Rhizobium, le moment est venu de discuter la place a lui 
accorder dans la classification. 

Le Rhizobium west pas une bactérie proprement dite. L’idée de 
considérer le microbe des nodosités comme une bactérie s'impo- 
sait naturellement alesprit des premiers naturalistes qui obser- 
verent les bactéroides. On n’en connaissait ni Vorigine, ni le 
mode de reproduction, et l’on ne pouvait présumer que la simili- 
tude n’était qu’apparente. Aujourd’hui nous savons que les 
bactéroides naissent par bourgeonnement des filaments mycé- 
liens, et que c’est encore par le méme procédé qu’a lieu leur 
reproduction. Chez les bactéries typiques, celle-ci se fail par 
division transversale. 

Le bourgeonnement des bactéroides suffirait 4 leur assurer 
une certaine parenté avec les champignons inférieurs du groupe 
des Levures et des formes-levures. Ce rapprochement s impose, 
si l’on tient compte de l’existence constante dans les nodosités 
des filaments mycéliens. Longtemps, on n’en avait pas vu les 
membranes cellulosiques; mais ce caractére est devenu touta fait 
certain & la suile des observations faites par M. Vuillemin, 
M. Pichi, et plus récemment par M. Koch. 

Il faut done abandonner la parenté du Rhizobium et des 
Myxomyceles. 

Tout un groupe de champignons filamenteux présentent 
avec cet organisme plusieurs caractéres communs. Ce sont les 
Ustilaginées, parasites également entophytes, dont plusieurs \ 
pénbtrent par les racines dans les végétaux supérieurs; presque 
toutes, comme l’a montré M. Brefeld, produisent des formes- 
levures; d’autre part, la formation des spores chez ces champi- 
gnons nest pas sans analogie avec celle des kystes arrondis 
qui persistent aprés la décomposition des nodosités. 

L’affinité du Rhizobium et des Ustilaginées a été signalée 
déja par M. Marshall Ward (loc. cit., p. 549). Et c’est & mon 
avis, une opinion tout a fait justifiée. 

Assurément, les Ustilaginées sont, avec les Hyphomycetes, 
les champignons a thalle cloisonné les plus inférieurs, si lon 
veut bien faire abstraction des états plus élevés auxquels beau- 
coup de mucédinées ont pu étre rapportées. 

J’ai hate de faire remarquer qu’il est un caractére, d’im- 
portance peut-élre assez relative, qui rapproche le Rhizobium 
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des Bactéries. Ce sont les corps ovoides, signalés surtout par 
M. Beyerinck, et qui apparaissent dans lintérieur des bacté- 
roides. Je les ai rencontrés, assez rarement, il est vrai, aussi 
bien dans les nodosités que dans les cultures en milieux artifi- 
ciels. Il est difficile d’admettre que ce ne soient que des globules 
huileux, ainsi qu’on l’a affirmé. Bien que la germination n’en 
ait pas été observée, il est permis de croire que ce sont la des 
spores endogénes analogues a celles des bactéries typiques. 

Il existe un organisme qui présente également avec le 
Rhizohium une grande analogie. Je fais allusion au Pasteuria 
ramosa décrit dans ces Annales (t. H, p. 165), par M. Metchnikoff. 
C’est cet éminent naturaliste qui a bien voulu me signaler la 
ressemblance entre les hactéroides et le Pasteuria. Pendant V’été 
dernier, il avait étudié, en Russie, un grand nombre de tubercules 
de racines de légumineuses, et avait été frappé du mode de rami- 
fication des bactéroides. 

Je dois aussi a la bienveillance de M. Metchnikoff le dessin 
de la figure 14 (pl. Il), qui, comparée aux divers aspects du 
Pasteuria, établit la grande ressemblance entre cette espece et 
les formes ramifiées du Rhizobium. 

Je saisis cette occasion pour remercier . publiquement 
M. Metchnikoff de Vintérét qu’il a témoigné a mes recherches 
actuelles. 

Les lecteurs de ces Annales se le rappellent, ‘le Pastewria 
ramosa vit dans les Daphnies, se ramifie par division Jongiludi- 
nale qui aboutit a la production de groupes analogues a certains 
bactéroides ramifiés. Il se forme également des spores endo- 
genes. Les ramuscules du Pasfeuria sont représentés chez le 
Rhizobium par les filaments qui pénétrent l’écorce et se ramifient 
dans le parenchyme. Enfin, le bourgeonnement des bactéroides 
est souvent dichotomique, et estaccompagné alors d'une division 
longitudinale de la cellule en voie de croissance. Lorsque l'une 
des deux ramifications prend une direction perpendiculaire a 
l'autre, il se produit un bactéroide en forme de T; dans le cas 
contraire, ce sont des bactéroides en Y qui apparaissent, parfois 
méme des figures dichotomiques plus ramifiées. 

J’estime avec M. Metchnikoff que ces caracttres permettent 
de réunir en un méme groupe le Rhizobium et le Pasteuria, et ce 
groupe est, a mon avis, intermédiaire enire les PIRSA 
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tiques et les champignons filamenteux les plus inférieurs (Usti- 


laginées, Hyphomycetes et Levures) *. 


LV 


PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES DU RHIZOBIUM. 


Non seulement le Rhizobium pénetre dans les racines par des 
filaments perpendiculaires a l’épiderme, mais il peut aussi s’y 
développer dans la direction longitudinale, et porter infection de 
proche en proche. Chaque nodosité d’une méme racine n'est 
donc pas due 4 un germe différent. Voici le procédé qui m’a 
permis de me convaincre de ce fait. 


Dans deux éprouvettes cylindriques, je fis entrer avec force un bouchon 
de liége assez épais; il partageait chaque vase en deux compartiments dont 
le supéricur était clos par un autre bouchon coupé en deux. Le premier était 
percé d'un trou central dans lequel jintroduisis lextrémité d'une jeune 
racine de pois, et que je fermai avec du coton stérilisé. La solution nutritive 
ne remplissait pas completement le compartiment inférieur. La culture fut 
entourée de toutes les précautions décrites au § If, et Vinoculation fut faite 
sur la portion de racine située au-dessus du bouchon, Il y avait done des 


4. Dans ma note préliminaire, j'ai proposé de désigner cette nouvelle famille de 
microbes sous le nom de Pastewriacées. En agissant dela sorte, je n’obéis pas seu- 
lement aux Icis de la nomenclature botanique, mais me réjouis d’honorer le nom 
du savant illustre, qui a donné aux études microbiologiques une impulsion si 
féconde. 

La famille des Pasteuriacées comprend actnellement deux genres, l'un parasite 
des Daphnies, l'autre vivant en symbiose avec les Légumineuses. Chez le Pasteuria, 
il ya prédominance de la division longitudinale, tandis que chez le Rhizobium, des 
filaments produisent des bourgeons souvent réunis sur des sortes de capitules ; on 
observe fréquemment Vexistence de bourgeons dichotomiques entre lesquels se 
fait d’abord un commencement de division lonyitudinale. 

Les naturalistes respectent autant que faire se peut la premiére dénomination 
donnée a un étre vivant. Quelques explications sont nécessaires afin de motiver le 
nom que j'ai adopté pour le microbe des nodosités. Le genre Schinzia comprend 
aujourd’hui des espéces assez différentes de ce microbe. Au reste, c’est auteur 
lui-méme, M. Frank, qui a créé le nom de Rhizobium leguminosarum pour la bac- 
térie en forme de Micrococcus dont il admet la présence dans les tubercules des 
Légumineuses. Tout en conservant cette dénomination, j’attribue au microbe en 
question des caractéres tout différents. 

Quaot aa genre Cladochytrium di 4M. Vuillemin, il est fondé sur des organes 
z00s pores) dont existence est tres problémafique. Ils ont été observés dans des 
tubercules récoltés apres Phiver, sans doute envahis par des organismes ¢trangers. 

Enfin, la désignation adoptée par M. Beyerinck, Bacillus radicicola, ne peut pas 
non plus étre conservée pour un microbe nettement different des bactéries authen- 
tiques. 
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racines qui croissaient dans l’air maintenu humide au moyen d’un peu 
de papier a filtrer imbibé d’eau stérilisée; d'autres plongeaient dans le 
liquide de culture. 


Les nodosités se sont formées d’abord dans l’air humide et quelque temps 
aprés dans l’eau, surtout au voisinage de la eloison séparatrice. Des fila- 
ments mycéliens avaient donc da crottre dans la direction des faisceaux 
libéro-ligneux, & la facon des mycéliums des Ustilago qui vivent dans les 
tiges de diverses graminées. 


Ces deux cultures m’ont mis 4 méme de constater avec certi- 
tude que la production des bactéroides dépend de l’aération du 
milieu qui entoure les tubercules. Plusieurs observateurs avaient 
mis en doute la fixation de l’azote aérien par les légumineuses 
cultivées dans les solutions nourriciéres. Cependant M. Bréal‘ et 
plus récemment M. Prazmowski * ont obtenu avec des pois des 
gains d’azote tres notables. La divergence des résultats s’explique, 
& mon avis, par les conditions d’aération des racines. 

A plusieurs reprises, j’al examiné au microscope des tuber- 
cules de pois dont les racines n’avaient jamais cessé de plonger 
dans eau. Bien quelles fussent arrivées a l'état adulte, elles ne 
contenaient pas ou presque pas de bactéroides, mais étaient 
bourrées d’une grande quantilé de grains d’amidon, dont la plu- 
part se coloraient en rouge brique par liode, comme du glyco- 
gene. On a signalé plusieurs variétés d’amidon qui ont la méme 
propriété. 

Au contraire, les nodosités formées sur les portions de 
racines situées hors de l’eau ne m’ont pas présenté d’amidon 
rougi par Viode, et contenaientinvariablement de grandes quan- 
tités de bactéruides, & un stade suffisamment avancé de leur 
développement. 

Ce n’est pas tout. Les pois avec tubercules insuffisamment 
aérés ne fixent que des quantilés insignifiantes d’azote libre, 
restent malingres, donnent peu de fleurs et tout au plus une 
seule graine. Ils étaient aussi misérables que leur congénéres de 
la méme variélé cullivés a l’abri de tout microbe. 

Au contraire, les pieds dont les nodosités plongeaient dans 
Yair humide, ont donné plus de feuilles, de fleurs et presque 
toujours plusieurs graines. C’est la un résultat trés satisfaisant, 


1. Annales agronomiques, t. XV. 
2. Dre landwirtsch. Versuchs-Stationen, t. XXXVIILI, p. 46. 
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car le Pois nain de Grace donne rarement dans les jardins plus 
de quatre ou cing g gousses. 

Les deux pois de la page précédente, dont la majorité des 
nodosités avaient été maintenues tout le temps dans l’air humide, 
renfermaient a la fin de leur végétation 31,3 mgr. d’azote; les 
deux graines originelles en contenaient 19 mgr. 

M. Bréal (loc. cit., p. 536) a déja attiré Vattention sur l’in- 
fluence de lair sur la fixation d’azote. La rareté des bactéroides 
dans les tubercules mal aérés fait supposer que leur apparition 
est concomitante de l’assimilation de l’azote aérien. . 

Dans les nodosités qui renferment beaucoup de bactéroides, 
V’amidon finit constamment par disparaitre. I] est utilisé pour la 
formation de substances albuminoides aux dépens des produits 
de l’assimilation de l’azote aérien. 

Ce que deviennent les nodosités. — Les bactéroides formés dans 
les tubercules n’ont d’ordinaire qu’une durée assez courte. Les 
auteurs qui avaient été portés a leur refuser toule autonomie 
(M. Brunchorst, M. Tschirch), avaient signalé la disparition plus 
ou moins complete de ces corpuscules, et s’étaient fondés sur ce 
fait pour les considérer comme des réserves de nature protéique. 
Ce sont, en effet, des réserves, mais qui dérivent de l’activité dun 
organisme étranger, et qui servent & la nutrition de la légumi- 
neuse. 

La digestion des bactéroides est vraisemblablement due a une 
zymase Ou diastase, qui finit par les transformer en combinai- 
sons solubles. Une telle hypothése nous expliquerait la diminu- 
tion et finalement la perte de vitalité, coustatée d’abord par 
M. Beyerinck, et que j’ai vérifiées bien souvent dans le cours de 
ces recherches. I] suffit d’employer un tubercule cueilli sur un 
pois ou une feve en fleurs ou en fruits pour rendre le succes de 
inoculation trés aléatoire; souvent méme, on ne voit apparaitre 
aucune nodosité. 

Apres la digestion des bactéroides, beaucoup de tubercules 
présentent une cavilé centrale; le plus souvent, ils sont bientét 
la proie des microbes banaux du sol et ils entrent en putré- 
faction. | 

J'ai éludié attentivement des nodosités, les unes encore 
pleines, les autres déja creuses, envahies ou non par la pourri- 
ture; partie provenaient de Pois cultivés dans l'eau, partie de 
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Feves et de Pois semés en pleine terre et arrivés au terme de 
leur végétation. Dans tous ces tubercules, j’ai observé des cor- 
puscules arrondis, le plus souvent ovoides, de taille assez inégale 
(5a 10 ») et enveloppés par une mince membrane. L’iode les 
colore en jaune; ils absorbent vivement le violet dahlia. Je les 
considére comme des sortes de kystes provenant des filaments 
mycéliens en grande partie résorbés; j’en ai vu (Pl. II, fig. 13) en 
relation avec des restes de ces filaments. Paice ces kystes 
ont leur surface légerement mamelonnée comme les renflements 
producteurs des Poreerie. ce qui me fait supposer que ceux- 
cl participent a leur constitution. 

A cété de ces renflements, on trouve assez souvent des pro- 
ductions arrondies, souvent groupées par trois ou méme quatre, 
et dont la surface est lisse. Par leur forme, ces masses ressem- 
blent a celles qui ont leur surface mamelonnée et qui donnent 
les bactéroides; d’apres M. Ward, elles pourraient prendre le 
méme aspect. On peut donc admettre que les unes et les autres 
concourent a la formation des kystes dans les tubercules. 

Les kystes résistent a la putréfaction des tubercules, et on les 
retrouve sans difficulté au milieu des restes cellulaires envahis 
par les bactéries banales. Je n’ai pu observer la germination de 
ces germes. Les insucces des inoculations avec les nodosités 
trop avancées font supposer qu’ils doivent passer un certain 
temps a1’état de repos au sein de Ja terre. Kt leur germination 
pourrait bien étre déterminée par des actions chimiotaxiques 
provoquées par les poils radicaux des Légumineuses. 

Influence de la chaleur. — Sur gélatine et dans les bouillons 
de pois ou de lupin, Ja race de Rhizobium que j’ai cultivée se 
développe le mieux aux ltempératures comprises entre 22° et 
26°; elle ne croit plus & 30°; a 10° la croissance des colonies 
est encore assez vigoureuse. 

Cependant, des Feves et des Pois cultivés & une température 
voisine de celle-ci (semis faits en pleine terre a la fin de sep- 
tembre et au commencement d’octobre), ne donnent guére de 
nodosités radicales. I] en est de méme des pois cultivés en hiver 
dans des serres suffisamment chauffées. La cause de cet arrét 
dans le développement du Rhizobium ne doit pas étre recherchée 
dans la température ambiante, mais dans la diminution de la 
fonction d’assimilation du carbone. On sait, en effet, que tout ce 
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qui nuit & celle-ci diminue l’aptitude & produire des tubercules, 
parce que le Rhizobium emprunte des aliments hydrocarbonés a 
la plante hospitaliére. 

Plusieurs savants (MM. Hellriegel, Beyerinck, Prazmowsk1) 
ont indiqué que les germes du microbe des nodosités sont tués 
par un chauffage a 60°, 70° ou 75°. Des nodosités en voie de 
croissance et intactes, doivent étre chauffées dans l’eau a 90° 
ou 95° pendant cing minutes pour perdre leur pouvoir d’infection 
sur racine de pois. On abaisse notablement le chiffre de ces 
degrés de résistance, quand on assure la rapide pénétration de la 
chaleur en chauffant de petites ampoules de verre remplies de 
liquide de cultures pures; le chauffage a été fait dans l’eau eta 
duré cing minutes. Le microbe a résisté a 50°, mais a été tué 
a 55°, méme lorsqu’il était emprunté a d’anciennes cultures. 
Dans celles-ci, il y avait ca et 1a des corps brillants en forme de 
spores a Vintérieur des bactéroides. Leur résistance est donc 
trés limitée ; mais cet argument ne suffit pas pour leur refuser la 
qualité de spores. 

Lorsque je faisais des essais de chauffage avec des nodosités, 
jai remarqué. que celles qui avaient été portées a 56° el 62° pro- 
voquaient chez le Pois l’apparition de tubereules plus nombreux 
que dans les cultures faites sans chauffage de la semence. 
J’attribue ce résultat 4 l’excitation que la chaleur avait commu-— 
niquée au microbe. 


Influence du temps. — Des cultures de Rhizobium, faites en 
juin 4889 dans du bouillon de poule, et conservées jusqu’au mois 
d’octobre 1890, c’est-a-dire pendant 15 mois, ont été ensemen- 
cées sans succes, 


Influence des nitrates. — L’addition de 1/500 ou de 1/1000 de 
nitrate de potassium ou de sodium aux bouillons de pois ou de 
lupin les rend presque stériles pour le Rhizobium. Il n’en est 
nullement ainsi dans les milieux minéraux additionnés de sucre 
dont il sera bient6t question, et dans les bouillons de pois et de 
lupin gélatinisés. 

Ces résultats permettent de supposer qu’il existe dans le 
Pois et le Lupin une substance qui, en présence des nitrates, 
paralyse le développement du Rhizobium, substance dont la 

gélatine empécherait la diifusion rapide. 
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Culture du Rhizobium dans les solutions minérales avec ou sans 
azote. — Influence de substances diverses. — Les premieres cul- 


tures de Rhizobium en solutions minérales avec ou sans azote. 
ont été faites par M. Prazmowski*'. Sans connaitre les résultats 
obtenus par ce savant, j’avais entrepris des essais analogues, 
dont il a déja été question dans ma note des Comptes rendus du 
17 novembre. Comme M. Prazmowski, j’ai vu le microbe des 
nodosilés végéter dans des solutions privées d’azote; bien qu’au- 
cune estimation précise de l’azote libre fixé dans ces conditions 
n’ait été faite, assimilation de ce gaz par le Rhizobium est extré- 
mement probable. 

- Tout récemment, M. Frank ? et M. Beyerinck*, ont annoncé 
également ayoir fait des cultures dans des solutions minérales 
avec ou sans azote. 

Le milieu que j’ai employé est de l'eau distillée privée de 
combinaisons azolées, et additionnée de phosphate de potassium 
a1°/,, et de sulfate de magnésium a 0,1 °/)o. 

Les cultures que l’on obtient sont assez prosperes si l’on 
ajoute a ce mélange 1 °/,, d’asparagine, 1410 °/), de peptone, 
un peu de fibrine du sang, d’albumine del’ceuf, ou de caséine. A 
la température de 24°, le liquide se trouble bientdt et produit une 
membrane visqueuse collée au fond du vase. Mais le développe- 
ment est plus actif, et tres appréciable aprés trois ou quatre jours, 
lorsqu’on ajoute une substance sucrée a l’un des mélanges que 
je viens d’indiquer. Le dépét s’accentue progressivement pendant 
plusieurs semaines. 

Comme on le voit, les substances organiques azotées peuvent 
suffire a la nutrition du Rhizobium, mais il préfere l'association 
de ces aliments avec une matitre hydrocarbonée assimilable. 

La suppression de l’aliment azoté n’empéche pas du tout 
le développement de cet organisme, tandis que dans les mémes 
conditions ies bactéries banales poussent peu ou mal. 

J’ai fait de nombreuses cultures dans la solution minérale a 
laquelle j’ajouterais 54 10 °/,, de saccharose, de maltose, de 
lactose, de dextrose, de mannite et de glycérine. Ces produits 


1, Die Wurselknollchen der Erbse, p. 201, 1899. 
2. Berichte der deut. Totan. Gesellschaft, séance du 28 novembre 1890. 
3. Botan. Zeitung, 1890, n° 52 (26 décembre 41890). 
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étaient lrés purs; les sucres avaient été purifiés avec soin en vue 
de recherches spéciales. 

La saccharose m’a paru convenir particulitrement au Rhizo- 
bium; les bactéroides qui s’en nourrissent sont plus gros, plus 
réguliers, moins ramifiés que ceux qui avaient végété sur bouil- 
lon de pois gélatinisé. 

Le dépét visqueux ne s’est pas formé au fond des vases de 
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a 
Fig. 3. — Gross. 1,000. 
a, Bactéroides de pois cullivés sur bouillon de pois gélatinisé. 


b, Bactéroides de pois cultivés dans la solution minérale sans azote et avec saccharose. 
c, Bactérotdes de pois cultivés dans la solution minérale avec fibrine. 


culture lorsque le liquide nutritif a une épaisseur de plus de 
5 millimetres; avec une couche d’un centimétre d’é paisseur, il 
s'est produit seulement des flocons qui flottaient dans le liquide; 
enfin, dans les liquides plus profonds, j’ai observé un trouble, 
mais pas de dépét. 

Dans les bouillons de pois et de lupins, le manque d’air se 
fait moins sentir, et l’on obtient un dép6t assez abondant sous des 
couches liquides de trois ou quatre centimetres d’épaisseur. 

Il semble donc que Vaction de lair soit surtout nécessaire 
dans les mélanges privés d’azote combiné. A propos des cultures 
des pois dans les solutions sans azote, j’ai signalé la méme exi- 
gence, Ces deux remarques portent a croire que lair n’est pas 
seulement indispensable comme source d’oxygene, mais aussi 
comme source d’azote dans Jes milieux auxquels cet élément fait 
défaut. 

L’expérience suivante me parait prouver l’exactitude de cette 
présomplion. 

Au fond de deux petits matras coniques, j’avais introduit du 
bouillon de lupin gélatinisé, qui apres stérilisation fut ensemencé 
avec du Rhizobium. L’air des matras fut chassé par un courant, 
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prolongé pendant un quart d’heure, d’azote préparé au moyen de 
cuivre chaufféau rouge. Apres fermeture hermétique. les deux réci- 
pients furent retournés sous l’eau. Des coionies larges d@’environ 
trois millimetres se sont développées sur la palatine nutritive 
bien que plus réduites que d'autres laissées a l’air ordinaire, ales 
altestent que dans l’azote pur le Rhizobium peut continuer a 
croitre pendant quelque temps. 

Le microbe est done un organisme aérobie, qui, dans les 
milieux privés de combinaisons azotées, exige le concours de 
Pazote plus que celui de l’oxygéne. 


J'ai commencé a étudier l’action de diverses substances mi- 
nérales ou organiques. A la’dose, de 1 °/,, les sulfates de zinc, de 
cuivre, d’alumine, de fer, le chlorure de sodium, l’acide tartrique, 
le tartrate de potassium et l’urée empéchent le développement 
du Rhizobium dans la solution minérale avec 1 °/,, de saccharose. 

Le sulfate d’ammoniaque et la potasse a1 °/,, ne sont pas 
nuisibles; ce sont donc les milieux neutres ou Jégérement alcalins 
qui sont les plus convenables. Et, en effet, j’ai constaté que les 
colonies développées sur gélatine sont toujours bien neutres. 
Dans les diverses décoctions végétales naturellement acides 
(carotte, navet, chou, pomme de terre, chou-fleur), ainsi que 
dans l’eau de levure, dans le liquide Raulin, aucune croissance 
n’a été remarquée. 

Lorsque ces mémes liquides sont gélatinisés et neutralisés, ils 
conviennent parfaitementalaculture du microbe; j’en ai obtenu 
de trés grandes colonies sur bouillon de carotte ainsi préparé. 

Enfin, je me suis proposé de rechercher si chacun des 6élé- 
ments minéraux composant la solution nutrilive (soufre, phos- 
phore, potassium et magnésium), est indispensable & la végé- 
tation du Rhizobium. J’ai préparé des mélanges auxquels l'un 
de ces corps simples faisait défaut; aprés ensemencement ils 
sont restés vierges de toute végétation, a l'exception de celui 
qui Gtait privé de soufre et dans lequel un faible dépét s'est 
formé, grace sans doute a l’existence d’un peu de soufre dans 
le sucre employé. 


Il ne suffit pas de cultiver un organisme dans des milieux 
minéraux privés d’azote pour démontrer l’assimilation de l’azote 
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libre: des indications numériques fournies par l’analyse sont de 
toute nécessité pour emporter les convictions. Pour obtenir un 
gain d’azote sensible, il convient de disposer de dépdts de cul- 
tures assez considérables; l’obligation de ne donner a celle-ci 
qu'une tres faible épaisseur exige l’emploi de matras a fond plat 
d’un tres grand diamétre, et dont le col serait étiré et fermé pour 
éviter l'influence des combinaisons azotées de l’atmosphére. 
Une premiére série d’essais réunissant ces conditions n’a pas 
donné des résultats assez concluants. J’espere les répéter bientdt 
avec plus de succes. 

En attendant, et en considérant comme permis d’attribuer au 
Rhizobium la propriété d’assimiler l’azote libre de Vair, la biologie 
de cet organisme peut étre résumée comme suit : 

Les germes du Rhizobium mélangés a la terre arable se déve- 
loppent au contact des poils radicaux des Légumineuses, y 
pénetrent a l’état de filament, et donnent lieu a un développement 
cellulaire anormal. Lorsquw ‘il assimile l’azote de lair, le mycélium 
produit par bourgeonnement une infinité de corpuscules, les 
bactéroides, riches en matiére albuminoide. Plus tard, ces cor- 
puscules se dissolvent et sont ulilisés par la plante hospitaliére 
pour sa propre nutrition. Quant au microbe, il se conserve soit 
par des spores nées dans les bactéroides, soit par des kystes qui 
persistent apres larésorption des filaments mycéliens. Ces germes 
finissent par se mélanger a la terre par suite de la pourriture 
des tubercules. 


EXPLICATION DES PLANCHES. 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Fragment d'une coupe d’un jeune tubercule de Feéve cultivée 
dans l'eau. montrant les filaments du Rhizobium avec leurs renflements 
mamelonnés, n, noyau, v, vacuoles. Gross. 700. 

Fic. 2, — Fragment d’une coupe de nodosité de Haricot. d’Espagne; les 
filaments sont bien visibles dans les cellules du bas, tandis que dans celles 
du haut, remplies de bactéroides, les filaments sont en voie de résorption. 
Gross. 700. 

Fic. 3. — Fragment d’une coupe de nodosité de Lupin: jaune dans 
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laquelle il ne reste plus que des troncons de filaments myeéliens /f., restes 
de filaments mycéliens; »., noyau; am., grains d’amidon. Gross 400. 

Fic. 4. — Deux cellules trés jeunes d’un tubercule de Lupin jaune avec 
filament mycélien trés fin. Gross. 700. 

Fic. 5. — Portion d'une coupe d’une jeune nodosité de Pois, inoculé avec 
nodosité de Lupin tricolore, montrant des filaments anastomosés. Gross. 300. 
Les cellules pointillées appartiennent au parenchyme A bactéroides, les 
autres a l’écorce. 


PLANCHE II 


lic. 6. — Fragment d’une coupe de tubercule de la Gesse cultivée, dans 
lequel on voit des filaments qui portent des bactéroides; n., noyau, /’., masses 
oyoides a surface lisse qui deyiendront des kystes. Gross. 500. 

Fic. 7 et 8. — Cellules d'un tubercule de Gesse cultivée, avec filaments 
qui portent des bactéroides. Gross. 700. 

Fic. 9. — Cellules dune nodosité de Galega officinalis. Gross. 700. 


Fia. 10. — Morceaux de filaments mycéliens de Rhizobium obseryés 
dans les cellules de la méme espéce. Gross. 700. 
Fie. 144. — Cellules d’un tubercule de Pois dans lesquelles les filaments 


du Rhizobium portent des bacteroides. La cellule centrale renferme quatre 
corps ovoides, nés en grappe et a surface lisse. Gross. 700. 

Fic. 12. — Diverses formes de colonies de bactéroides cultivés sur 
bouillon de pois gélatinisé, et observées aprés huit jours. Gross. 150. 

Fic. 13. — Cellules d'une vieille nodosité de Feve, dont le contenu est en 
voie de résorption, et quirenferment des corpuscules brillants (kystes) ; f., 
restes de filaments; ., noyau; k., kystes. Gross. 700. 

Fic. 14. — Diverses formes de bactéroides cultivées en solution minérale 
additionnée de 1 °/, de saccharose et de 1°/o. de peptone. Gross. 1500 
Dessin fait par M. Metchnikoff. 


Toutes les coupes dessinées avaient été colorées avec le violet dahlia. 
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REVUES ET ANALYSES 


C. FraenkeL. Vaccination contre la diphtérie. Berl. Klin. Woch. 
; (1890, n° 49.) 


Ce travail fait suite aux Recherches sur le poison de la diphtérie, de 
MM. Brieger et Fraenkel, dont nous avons déja parlé dans ce recueil. 
(V.t. IV, p. 380.) M. Fraenkel y cherche un moyen de vaccination 
contre la diphtérie. On peut affirmer @ priori que le probleme n’est pas 
facile & résoudre. Avec ces microbes producteurs de toxines énergiques, 
la question de vaccination est par excellence une question de mithri- 
datisme, et par la, la question de doses entre en jeu. On s’explique tant 
bien que mal qu’un microbe puisse étre empéché de se développer 
dans Vorganisme, et réduit ainsi a l’impuissance. Mais pour les 
microbes qui peuvent vivre en quelque sorte a la surface de l’orga- 
nisme comme le bacille diphtéritique, ou qui leur restent extérieurs, 
tout en vivant dans son intérieur, comme le bacille da choléra, on ne 
voit pas bien comment on pourrait arriver a proléger un étre vivant 
contre leur atteinte, lorsquils agissent surtout par le pvison quiils 
sécréetent. Le mithridatisme pourra étre une protection contre un 
faible développement du bacille cholérique dans Vintestin, et devenir 
impuissant contre un développement plus abondant. De méme une 
vaccination efficace contre une inoculation du bacille diphtérique sous 
la peau pourra n’avoir aucun succés contre Vinoculation du méme 
bacille sur une muqueuse. 

Ces restrictions faites, il n’en est pas moins intéressant de trouver 
un moyen de vaccination contre Vinoculation sous-cutanée du bacille 
de Klebs. M. Fraenkel y est arrivé aprés plusieurs tentatives dont il est 
bon de dire un mot, car dans une voie si neuve les insuccés eux-mémes: 
apprennent quelque chose. 

Des deux grandes méthodes de vaccination sorties des travaux de 
Pasteur, celle par des microbes alténués, et celle par des produits 
solubles, M. Fraenkel a d’abord étudié la premiére. Il ne lui a pas 
été difficile d’obtenir une atténuation temporaire du bacille de la 
diphtérie, en ajoutant aux milieux de culture un antiseptique tel que 
le bichromate de potasse ou le violet de gentiane. Mais cette atténua- 
tion n’était pas persistante, et les cultures revenaient presque de suite 
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a leur virulence originelle. Les animaux inoculés mouraient, quelque- 
fois avec des retards notables, de plusieurs semaines, et méme de mois, 
et quand, aprés avoir attendu assez longtemps pour qu’on put croire 
que les survivants étaient a l’abri des atteintes du'vaccin, on les ino- 
culait avec le bacille non atténué, ils mouraient aussi rapidement que 
les animaux de controle. 

L’atténuation naturelle, sur des milieux de culture médiocre, a 
donné les mémes résultats que l’atténuation artificielle par les anti- 
septiques. 

Restait alors a essayer au moyen des produits solubles. M. Fraenkel 
n’a rien obtenu avec Jes préparations de poison diphtéritique qu’il avait 
faites avec M. Brieger. Ou bien la dose inoculée était assez forte pour 
tuer Panimal, ou bien, quand elle le laissait vivre, elle ne produisait 
aucun effet, et Panimal, inoculé avec le virus actif, semblait méme 
mourir plus vite que l’animal de controle. 

Le succés a été un peu plus encourageant quand: on a inoculé des 
liquides de culture stérilisés par un passage A travers un filtre 
Chamberland ou un chauffage d’une heure 4 55°. Parmi les animaux 
qui avaient résisté a cette inoculation, apres une réaction locale plus 
ou moins marquée, il y en avait qui, inoculés par le bacille virulent, 
ne succombaient qu’aprés 3, 4,6 et méme 9 jours, alors que les ani- 
maux de controle mouraient en 30 et 36 heures. Mais de ce cédté-la 
encore, aucun succés assuré. Le résultat devint meilleur avec des 
bouillons de culture chauffés a 100°, et désormais dénués de viru- 
lence. Des cobayes qui avaient recu, sousia peau de l’abdomen, 10°° de 
cette culture slérilisée, pouvaient supporter une inoculation virulente, 
et le plus grand nombre mouraient aprés un temps assez long, jusqu’a 
20 jours’apres l’infection. . 

Enfin i! n’y a presque plus rien a désirer quand on se sert comme 
vaccin d’un liquide de culture chauffé une heure a 65-70°. « Dix a 
vingt centimétres cubes, suivant la grosseur de animal, d’un bouillon 
de culture de bacilles diphtéritiques, agé de trois semaines, et traité 
comme nous venons de le dire, suffisent, lorsquwils sont injectés sous 
la peau de abdomen d’un cobaye, a lui conférer limmunité contre 
Vinoculation ultérieure du bacille le plus virulent. » Il y a pourtant 
une condition : c’est que l'inoculation d’épreuve soit faite, au plus tot, 
14 jours aprés la vaccination. En deca de cette limite, l’inoculation 
d’essai est d’autant plus meurtriére que l’on a opéré plus tot. Mais au 
dela, on n’a au point d'inoculation du bacille virulent, qu une réaction 
locale faible ou nulle. Ajoutons que cette vaccination n’est efficace que 
contre inoculation sous-cutanée du virus, car une femelle vaccinée 
a succombé a une diphtérie vaginale provoquée par la méthode de 
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Ge procédé de vaccination a ce cdté curieux que le liquide de 
culture, quand il devient vaccinal, n’est presque plus toxique. D’un 
autre cdlé, nous avons vu plus haut que le toxique, préparé a un état de 
pureté aussi grand que possible, n’est pas du tout vaccinal. Il semble 
donc légitime de conclure que la substance toxigue, n’est pas lasubstance 
vaccinale. On retrouve la cette notion qui a tant préoccupé la science 
dans ces derniéres années, de Ja distinction entre les substances vacci- 
nales et les substances toxiques. II faut toujours accueillir avec honneur 
une hypothése qui fait travailler; mais ainsi qu’on pouvait le prévoir, 
celle ci a été en se subtilisant de plus en plus, car elle correspondait a 
une conception trop simpliste des choses. Qu’est-ce qu'une substance 
vaccinante? Le trichlorure d’iode ne l’est pas, dans les expériences de 
de M. Behring! sur la diphtérie. quand on l’injecte quelques jours avant 
Vinoculation virulente. Il Pest quand on Vinjecte en méme temps 
qu'elle ou méme aprés. Pour Peau oxygénée, c’est l’inverse. Les ani- 
maux traités par eau oxygénée queiques jours avant Vinoculation 
virulente ont acquis une immunité plus ou moins maryuée. Traités de. 
méme a la suite de l’infection, ils meurent plus vite que les témoins. 
L’eau oxygénée se comporte alors a la fagon de Vacide lactique dans 
le tétanos ou dans Vinfection septique, et on a le droit de la traiter 
de substance toxique aprés infection, alors qu’avant, elle est un vaccin. 
Concluons que nous ne savons pas encore grand chose sur ces questions. 
mais on sent qu’elles sont mires, et on devine qu’elles seront merveil- 
leusement fécondes. 

Dx. 
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1. Deutsche med. Woch., 1890, n° 50. Nous parlerons de ce travail dés qu'il aura 
paru in extenso. 


STATISTIQUE GENERALE 


DE 
LINSTITUT ANTIRABIQUE DE NAPLES 


. 


Dirigé par M. le Prorrsseur CANTANI. 


La statistique récemment publice comprend la période du 22 sep- 
tembre 1886 a fin janvier 1888, et de juillet 1888 a fin décembre 1890. 
De février a juillet 1888, l'Institut antirabique de Naples n’a pas 
fonctionné, faute de ressources, el tous les mordus de la région ont 
été envoyés & Turin ou 4 Palerme. On s’explique mal, a distance, les 
raisons qui ont pu faire couper les vivres a un établissement qui avait 
rendu des services, et qui en rendra encore de signalés, ainsi que le 
montrent les chiffres suivants. 

Pendant les vingt-deux mois qu’il a fonctionné, l'Institut a recu 
494 mordus, dont 168 mordus par des animaux dont la rage a été 
démontrée par voie expérimentale, 138 mordus par des animaux 
reconnus enragés par des caractéres cliniques, et 99 par des animaux 
simplement suspects de rage. Sur ces 494 traités, il en est mort 9, 
dont 3 enfanis gravement mordus a la figure, venus a |’Institut 
seulement 12, 15 et 18 jours aprés la morsure, et chez lesquels la rage 
a éclaté, pour Pun, pendant le traitement, pour les autres 2 et 3 jours. 
aprés. En les comptant, la mortalité est de 1.82 °/); et en les retran- 
chant, comme on en a le droit, puisque sur eux le traitement n’a pas 
été commencé a temps, Ja mortalité tombe a 1,21°/). La statistique est 
signée par MM. les docteurs Zagari et Tedeschi. 

Dx. 
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Personnes traitées mortes de la rage. 


Brouss—e Raymonp, 24 ans, cultivaleur a Toulenne (Gironde). — 
Mordu le 16 aott 1890 ala main droite, qui porte trois morsures : 
Jo une sur l’éminence thénar; 2° les 2 autres sur la face externe du 
poignet. Ces deux derniéres ont bien saigné; elles étaient trés péné- 
trantes, les dents de l’animal s’étant rejointes a travers les chairs. 

Elles ont été cautérisées au fer rouge par un médecin, trois quarts 
d’heure apres l’accident. Le chien mordeur a été reconnu enragé, a 
autopsie, par M. Sanset, véterinaire a Langon. 

Brousse a élé traité a |'Institut Pasteur du 20 aout au 3 septembre. 

Le 13 janvier 1891, Brousse tombe malade; le lendemain, il pre 
sente les symptomes de la rage (hydrophobie, etc.); il meurtle 15 jan- 
vier dans un accés de rage convulsive. 

(Rapport de M, le Dt Bonnefoy, de Langon. ) 
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INSTITUT PASTEUR: 


STATISTIOUE 1 DU TRAITEMENT PREVENTIF DE LA RAGE. — JANVIER 1891. 
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4. La colonne A comprend les personnes mordues par des animaux dont la 
rage est reconnue expérimentalement; la colonne B celles mordues par des ani- 
maux reconnus enragés Al’examen vétérinaire; la colonne C les personnes mordues 
par des animaux suspects de rage. 


Les animaux mordeurs ont été: chiens, 83 fois; chats, 


5 fois; cheval, 1 fois; vache 1 fois. 


—_—_—_—_——_ kn _ _ ee ee LL 


Le Gérant : G. Masson. 


a Sceaux. — Imprimerie Charaire et fils. 


